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Nerveceller er svært følsomme for forhøyede ekstracellulære nivåer av 
nevrotransmittoren glutamat. En overstimulering av glutamatreseptorer kan føre til 
eksitotoksisitet med overbelastning av nervecellene med Ca2+- og Na+-ioner. Rundt 
hjernesvulster kan glutamatnivået øke, fordi svulstcellene avgir glutamat gjennom 
cystin-glutamat antiporteren. Ved hemmet ATP-produksjon reduseres ionegradientene 
som driver glutamatopptaket, slik at glutamat frigjøres fra cellene gjennom reversert 
transport og fører til eksitotoksisitet. Ved nervegassforgiftning øker aktiviteten av 
glutamaterge nervoner, slik at glutamatfrigjøringen når eksitotoksiske nivåer. I dette 
arbeidet studerte vi om behandling med ampicillin (AMP) kan øke vevsnivået av 
glutamattransportørene GLT og GLAST i rottehjerne, og om en slik økning kan 
dempe vekst av hjernesvulster, redusere toksisiteten av malonat, en hemmer av 
suksinat dehydrogenase (SDH), og redusere symptomer og hjerneskade etter 
forgiftning med nervegassen soman. AMP-behandling (100 mg/kg x 2 i 5 eller i 10 
dager) av rotter ga en oppregulering i GLT-nivået i hippocampus og i parietalcortex, 
målt ved immunoblotting. GLAST-ekspresjonen økte i parietalcortex og i striatum. 
Rotter med implanterte C6 gliomceller ble behandlet med AMP (100 mg/kg x 2 i 14 
dager) eller valproat (VPA; 300 mg/kg x 2 i 14 dager). Begge behandlingene ga en 
økning i svulstvolum i parietalcortex sammenliknet med kontrollgruppen (NaCl,  
0,9 % x 2 i 14 dager). Verken AMP- eller VPA-behandling ga redusert glutamatnivå 
ekstracellulært målt ved mikrodialyse. Rotter behandlet med AMP (100 mg/kg x 2 i 
10 dager forut for, og 2 dager etter intrastriatal injeksjon av malonat) fikk like store 
malonatinduserte lesjoner som kontrollrotter behandlet med NaCl. AMP-behandling 
(100 mg/kg x 2 i 10 dager) ga ingen synlig forskjell i symptomer eller nervecelleskade 
i hippocampus etter injeksjon av soman (180 µg/kg = 2,25 LD50) sammenliknet med 
NaCl-behandlede rotter. På bakgrunn av denne studien kan man ikke si at AMP har 











Nerveceller er svært følsomme for forhøyede ekstracellulære nivåer av den 
eksitatoriske nevrotransmittoren glutamat (Szatkowski et al., 1990). Overstimulering 
av glutamatreseptorer fører til eksitotoksisitet. Den spenningsstyrte Mg2+-blokkaden i 
NMDA-reseptorens Ca2+-kanal oppheves og nervecellene overbelastes med  
Ca2+- og Na+-ioner (Choi, 1992; Zeevalk and Nicklas, 1992). Glutamatmediert 
eksitotoksisitet antas å være en mekanisme ved mange typer nevrodegenerasjon. Det 
er vist at primære, maligne hjernesvulster av gliomtype frigjør eksitotoksiske mengder 
glutamat gjennom cystin-glutamat antiporteren (Ye et al., 1999), og slik dreper 
omliggende hjernevev (Takano et al., 2001; Sontheimer, 2003). Hemming av 
energimetabolismen fører til ekstracellulær akkumulering av glutamat, fordi 
glutamattransportører reverseres når ionegradientene over cellemembranen reduseres 
som følge av svikt i ATP-produksjonen. Intracerebral injeksjon av malonat, en 
reversibel hemmer av suksinat dehydrogenase (SDH), fører til hemming av ATP-
produksjonen, effluks av glutamat og glutamatmediert nevrodegenerasjon (Messam et 
al., 1995; Morland et al., 2004). Ved nervegassforgiftning hemmes enzymet 
acetylkolinesterase (AChE), som igjen fører til akkumulering av acetylkolin (ACh) i 
synapsespalten og stimulerer til massiv frigjøring av glutamat som igjen fører til 
eksitotoksisitet og nevrodegenerasjon (van Helden and Bueters, 1999; Myhrer et al., 
2005). 
 
Et aktuelt angrepspunkt for behandling av nevrodegenerasjon er bruk av NMDA- eller 
AMPA-reseptorantagonister (Choi, 1988). Disse er foreløpig ikke i utstrakt bruk i 
humanmedisinen ved nevrodegenerasjon da de bl.a. gir uheldige bivirkninger som 
kognitive forstyrrelser og ataksi. Glutamattransportører er viktige for å hindre at 
glutamat akkumulerer ekstracellulært og gir eksitotoksisitet (Rothstein et al., 1996). 
En måte å redusere eller hindre glutamatmediert nevrodegenerasjon på kunne være å 
øke uttrykket av glutamattransportørnivåer. Da ville glutamat kunne fjernes raskere 
fra ekstracellulærrommet, inkludert synapsespalten, og man kunne redusere 
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sannsynligheten for eksitotoksisitet. Det er nylig vist at ß-laktamantibiotika, deriblant 
ampicillin (AMP), stimulerer ekspresjon av glutamattransportøren GLT i rottehjerne 
(Rothstein et al., 2005). Dette funnet peker på muligheten for å øke mengden 
glutamattransportører i hjernen farmakologisk. 
 
I denne studien ville vi undersøke om AMP-behandling fører til en oppregulering av 
glutamattransportører i ulike hjernestrukturer. Videre ville vi se om AMP-behandling 
hadde noen effekt på svulstvekst, malonatinduserte hjernelesjoner og somaninduserte 
kramper som alle har eksitotoksisitet som fellesnevner.  
 
 
1.2 Glutamat  
 
Glutamat er den kvantitativt viktigste eksitatoriske nevrotransmitteren i pattedyrhjerne 
og antas å være involvert i de fleste normale hjernefunksjoner (Fonnum, 1984), siden 
80-90 % av nevronene i hjernen bruker glutamat som nevrotransmittor (for oversikt, 
se Hassel and Dingledine, 2006). Glutamatkonsentrasjonen er høyere i grå substans 
(10-15 µmol/g vev) enn i hvit substans (4-6 µmol/g). Glutamatgradienten over 
cellemembranen er stor da den ekstracellulære konsentrasjonen bare er ca. 10 µM, 
mens den i cytosol er ca. 10 mM (for oversikt, se Danbolt, 2001). Det er viktig å 
holde det ekstracellulære glutamatnivået i hvilesituasjonen lav, fordi 
glutamatreseptorene er avhengig av en høy signal/støyratio for å kunne reagere på 
konsentrasjonsendringene ved synaptisk frigjøring av glutamat (Schoepp and Conn, 
1993; Seeburg, 1993). Dessuten kan overstimulering av glutamatreseptorene føre til 
celledød (Choi, 1992).  
 
Glutamat lagres i synaptiske vesikler i nerveterminalen i glutamaterge nevroner. En 
H+/ATPase i vesikkelmembranen driver opptaket til vesiklene, og den er dessuten 
avhengig av Mg2+. Når cellemembranen depolariseres frigjøres glutamat til 
synapsespalten ved hjelp av Ca2+-avhengig eksocytose. Det er også blitt vist at 
ekstracellulær glutamat til en viss grad frisettes non-synaptisk, bl.a. via glutamat-




1.2.1 Syntese og metabolisme av glutamat 
 
Glutamat kan dannes både i nevroner og i astrocytter. I begge celletyper kan glutamat 
syntetiseres fra Krebs’-syklus-intermediaten α-ketoglutarat gjennom transaminering 
ved transaminaser. Astrocytter tar opp nevronalt transmittorglutamat og omdanner det 
til glutamin via glutamin syntetase (GS) (Martinez-Hernandez et al., 1977). Glutamin 
frisettes til ekstracellulærvæsken og kan tas opp i nevroner. I nevronene metaboliseres 
glutamin til glutamat via fosfataktivert glutaminase (PaG) (Patel and Olson, 1982). 
Denne kjeden av reaksjoner kalles glutamat-glutaminsyklus og er skissert i fig. 1.1. 
Ca. 40 % av glutamatmetabolismen i nevroner går via glutamat-glutaminsyklus, så 
denne syklusen ser ut til å være viktig for å opprettholde normal cellefunksjon.  
 
Astrocytter kan også metabolisere nevronalt transmittorglutamat via en annen rute. 
Etter opptak kan glutamat omdannes til α-ketoglutarat, som videre, via Krebs’-syklus, 
omdannes til malat. Malat kan dekarboksyleres til pyruvat og reduseres til laktat. Slik 
kan astrocyttene omdanne glutamat til både glutamin og laktat, som begge frigjøres til 
ekstracellulærvæsken og kan tas opp av nevroner (Hassel and Sonnewald, 1995). Det 
er usikkert hvor viktig glutamin er for dannelsen av glutamat, siden glutamaterge 
nevroner kan frisette glutamat uten tilgang på glutamin. Dette skyldes deres evne til 
de novo syntese av glutamat fra Krebs’-syklus, noe som krever pyruvatkarboksylering 
(Hassel and Bråthe, 2000). Siden opptaket av aminosyrer i hjernen er mye mindre enn 
glukoseopptaket, må aminogruppen i glutamat gjenvinnes, mens karbonskjelettet 




Figur 1.1 Glutamat-glutaminsyklus og energimetabolisme 
Figuren viser en glutamaterg synapse. Glutamat (Glu) syntetiseres fra glukose via glykolyse og Krebs’- 
syklus og tas opp i vesikler. Ved eksocytose frigjøres glutamat ut i synapsespalten og kan bindes til 
glutamatreseptorer (Glu-R) postsynaptisk. Glutamaterg transmisjon avsluttes ved at glutamat fjernes fra 
synapsespalten. Det skjer i noe grad ved reopptak til nevroner via GLT, men hovedsakelig ved opptak i 
astrocytter via GLT eller GLAST. I astrocytter omdannes glutamat til glutamin (Gln) via enzymet 
glutamat syntetase (GS). Glutamin frisettes til ekstracellulærvæsken hvor det tas opp av nevroner og 
omdannes til glutamat via enzymet fosfataktivert glutaminase (PaG). Astrocytter har relativt høy 
glykolytisk aktivitet i forhold til Krebs’-syklus aktiviteten og produserer dermed laktat. Laktat som 
skilles ut ekstracellulært tas opp av nevroner og metaboliseres der.  
 
 
1.2.2 Glutamattransportører og glutamatopptak 
 
Opptak av glutamat over plasmamembranen foregår via spesielle transportørproteiner 
i EAAT-familien (eksitatorisk aminosyretransportør). Fem ulike transportører er 
klonet: GLAST (EAAT1) (Storck et al., 1992), GLT (EAAT2) (Pines et al., 1992), 
EAAC1 (EAAT3) (Kanai and Hediger, 1992), EAAT4 (Fairman et al., 1995) og 
EAAT5 (Arriza et al., 1997). Alle disse transportørene transporterer L-glutamat og  
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L- og D-aspartat. Opptak skjer mot glutamatgradienten og drives av den 
elektrokjemiske gradienten for Na+ (Levy et al., 1998). Na+-gradienten opprettholdes 
av Na+/K+-ATPasen. Glutamatopptaket er i tillegg avhengig av ekstracellulær H+ og 
intracellulær K+ (Kanner and Schuldiner, 1987). GLT og GLAST uttrykkes 
hovedsakelig i astrocyttmembranen og står for det meste av glutamatopptaket i 
sentralnervesystemet (CNS) (Lehre et al., 1995; Lehre and Danbolt, 1998). GLT er 
kvantitativt den viktigste glutamattransportøren i storhjernen (Danbolt et al., 1992; 
Haugeto et al., 1996). GLAST er dominerende i lillehjernen (Lehre and Danbolt, 
1998). I tillegg har man påvist GLT, EAAC1 og EAAT4 i nevroner. Det nevronale 
opptaket er imidlertid langt lavere enn opptaket i gliaceller, selv om det kan være 
viktig for synaptisk håndtering av glutamat. De Na+-avhengige 
glutamattransportørene både i nevroner og astrocytter kan under visse omstendigheter 
reverseres (Nicholls and Attwell, 1990). 
 
 
1.2.3 Glutamatreseptorer og glutamatmediert nevrotoksisitet 
 
Glutamat har effekt på både ionotrope og metabotrope reseptorer. De ionotrope 
reseptorene består av AMPA- og kainatreseptorer som gir rask transmisjon, og av 
NMDA-reseptorer med langsommere respons (Danbolt, 1994). Disse er alle 
ligandstyrte ionekanaler, men er forskjellige med hensyn på agonist/antagonistbinding 
og ioneselektivitet. De tre klassene metabotrope glutamatreseptorer er alle koblet til 
intracellulære ”second messengers” via G-proteiner. Klasse I stimulerer PI-PLC 
(fosfoinositid-spesifikk fosfolipase C) og gir med det økning i IP3 (inositol 1,4,5 
trifosfat) og DAG (diacylglyserol). IP3 stimulerer frisetting av Ca2+ fra intracellulære 
lagre og DAG gir økt aktivering av PKC (protein kinase C). Klasse II og antakelig 
klasse III er negativt koblet til cyklisk AMP ved å hemme adenylyl cyklase (Hassel 
and Dingledine, 2006).  
 
Ved hemmet metabolisme og iskemi vil cellemembranen depolariseres (Szatkowski et 
al., 1990). Dette medfører redusert glutamatopptak og økt frisetting av 
transmittorglutamat og ikke-vesikulær glutamat fra den presynaptiske 
nerveterminalen til synapsespalten (Jabaudon et al., 1999). Glutamatreseptorer 
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postsynaptisk blir overstimulerte, noe som igjen kan føre til nevrotoksisitet (Choi, 
1992). Toksisitet som følge av overstimulering av glutamatreseptorene kalles 
eksitotoksisitet. En mulig forklaring på eksitotoksisitet kan skyldes  
NMDA-reseptoren (Choi, 1988). Energisvikt fører til depolarisering og den 
spenningsstyrte Mg2+-blokkaden i NMDA-reseptorens Ca2+-kanal oppheves og cellen 
overbelastes med Ca2+-ioner (Novelli et al., 1988; Zeevalk and Nicklas, 1992). 
Depolariseringen forsterkes av Na+-influks via AMPA-reseptoren når glutamatnivået 
øker ekstracellulært. En annen mulig sammenheng mellom energisvikt og 
eksitotoksisitet er reversering av glutamattransportører i astrocyttene. Siden 
glutamatopptaket krever energi, vil en svikt i hjernens energiproduksjon hemme eller 
reversere opptak via disse transportørene. Når ATP-nivået synker, vil cellene ikke 
lenger være i stand til å opprettholde ionegradienten over membranen. 
Glutamatopptaket, som er avhengig av Na+-gradienten, vil da hemmes og etter hvert 
reverseres. Det reverserte opptaket drives av den transmembrane gradienten for 





Ampicillinnatrium er et aminopenicillin og hører til gruppen ß-laktamantibiotika. Det 
blir brukt mot infeksjoner forårsaket av ampicillinfølsomme mikroorganismer, 
spesielt ved urinveisinfeksjoner og gonoré, og virker ved at celleveggsyntesen hos 
bakterier hemmes. Nokså nylig er det vist at ß-laktamantibiotika, deriblant AMP, 
stimulerer GLT proteinsyntese. Disse er dermed potensielle legemidler mot 
nevrodegenerative sykdommer som involverer glutamattoksisitet, f.eks. amyotrofisk 
lateralsklerose (ALS), hjerneslag, hjernetumorer og epilepsi (Rothstein et al., 2005). 
ß-laktamantibiotika er blant de mest brukte antibiotika i dag, og de har lenge vært 
kjent som metallionchelatorer. Mange nevrologiske sykdommer, f.eks. Alzheimers 
sykdom og ALS, er assosiert med oksidativt stress (Barnham et al., 2004). 
Metallionchelatorer kan kanskje redusere oksidativt stress. Det er kjent at penicillin 
og dens derivater er Cu2+-chelatorer. Behandling med ß-laktamantibiotika virker 
derfor lovende ved bekjempelse av nevrodegenerative sykdommer ved at de både 





Hjernesvulster deles inn i primære og sekundære typer. Primære hjernesvulster 
oppstår i vevet innenfor kraniet, mens sekundære er kreftceller som har spredt seg fra 
andre steder i kroppen, metastaser. Primære hjernesvulster kan kun utvikles fra celler 
som er i vekst. Nerveceller kan derfor ikke bli til kreftceller siden disse cellene har 
gått permanent ut av cellesyklus (Sontheimer, 2004). Gliomer er primære 
hjernesvulster som oppstår pga. en malign forandring av astrocytter, 
oligodendrocytter eller deres stamceller (Adams, 1980; Sontheimer, 2003). 
Gliomceller beveger seg aktivt gjennom de trange ekstracellulærområdene i hjernen. 
Svulststørrelsen begrenses av hodeskallen, og en voksende svulst må ødelegge vevet 
rundt for at det skal bli plass til den. Det er vist at gliomceller frigjør eksitotoksiske 
mengder glutamat som tilrettelegger for økt vekst (Ye and Sontheimer, 1999; Takano 
et al., 2001; Sontheimer, 2003). Det antas at glutamatfrigjøring skjer som følge av 
cystinopptak via system xc-, en elektronøytral cystin-glutamat antiporter. System xc- er 
den eneste mulige veien for cystin-opptak i gliomer (Ye et al., 1999; Chung et al., 
2005). Cystin er en essensiell forløper for glutation, et molekyl som beskytter celler 
mot endogene reaktive oksygenforbindelser (ROS). 
 
Prognosen ved hjernesvulster er veldig varierende, og avhenger av bl.a. svulsttype, 
alder og allmenntilstand. Jo eldre man er, desto dårligere er prognosen. Lavgradige 
gliomer (astrocytomer, oligodendrogliomer og blandingstyper) vokser langsomt og er 
ikke så aggressive. Svulstene gir svært ofte epilepsi og rammer oftest dem mellom  
25 og 40 år. Høygradige gliomer (anaplastiske gliomer og glioblastomer) vokser mye 
fortere og har alvorligere prognose. De rammer oftest personer mellom 40 og 70 år 
(Kræftens Bekæmpelse, 2006).   
 
I denne oppgaven er det brukt C6 celler, en cellelinje med astrocytt som 
utgangspunkt, som modell for gliomer. Disse cellene er nyttige fordi de vokser så 
raskt. Implantering av C6 gliomceller i striatum hos rotte har tidligere gitt utvikling av 




1.5 Valproat   
 
Natriumvalproat er natriumsaltet av den forgrenede fettsyren 2-propyl-1-pentansyre, 
og er et av de mest brukte legemidlene mot epilepsi, både ved partielle og 
generaliserte anfall. De siste årene har stoffet vist seg å ha effekt mot andre 
sykdommer som bipolare lidelser, akutte manier, nevrogen smerte og migrene 
(Löscher, 1999; Johannessen, 2000). De forskjellige indikasjonene er antakelig 
knyttet til stoffets mange ulike virkningsmekanismer. Hemming av GABA-erg 
signalering kan forårsake epileptiske anfall (Johannessen, 2000). I dyremodeller gir 
valproat (VPA) en moderat økning i ekstracellulært nivå av GABA (Petroff et al., 
1999). Dette skyldes både økt frisetting av transmittor-GABA (Gram, 1988) og 
endringer av effekten til enzymer som GABA-transaminase og suksinat semialdehyd 
dehydrogenase. Disse enzymene er involvert i metabolismen av GABA. Forsøk 
indikerer at VPA har en direkte effekt på membranpotensialet ved en bruksavhengig 
blokkering av Na+-kanaler, det vil si at repetitive høyfrekvente aksjonspotensialer 
hemmes (McLean and Macdonald, 1986). Dette kan forklare VPAs krampedempende 
effekt.   
 
Langtidsbehandling med VPA har vist å gi oppregulering av GLT (Hassel et al., 2001; 
Morland et al., 2004). I tillegg reduserer VPA NMDA-reseptormediert 
glutamattoksisitet (Ko et al., 1997; Löscher, 1999). Mekanismen er ikke kjent, men 
redusert fosforylering av NMDA-reseptorens NR2B subenhet er vist ved litium-
behandling og er foreslått som mekanisme også for VPA (Hashimoto et al., 2002). 
VPA reduserer celledeling, stimulerer celledifferensiering og ser ut til å ha effekt mot 
visse kreftformer i dyrestudier (Blaheta and Cinatl, 2002). Disse effektene er knyttet 
til VPAs evne til å påvirke mange intracellulære signalproteiner. Det har blitt vist at 
VPA hemmer histondeacetylaser, enzymer involvert i transkripsjonsregulering og 
kreftutvikling (Göttlicher et al., 2001). Mye tyder på at hemming av disse enzymene 







Dikarboksylsyren malonat er en reversibel hemmer av SDH (Greene et al., 1993; 
Messam et al., 1995). Siden SDH er et sentralt enzym i både Krebs’-syklus og i 
elektrontransportkjeden, gir en hemming av dette enzymet nedsatt nevronal 
energimetabolisme, som videre fører til celledød pga. glutamatoverstimulering 
(Greene et al., 1993). Forsøk tyder på at malonatopptaket er nevronspesifikt (Hassel et 
al., 2002; Morland et al., 2004). Ved å bruke malonat som metabolsk toksin kan man 
dermed få en spesifikk hemming av den nevronale metabolismen, mens den 
astrocyttiske metabolismen antakelig er intakt. Intrastriatal injeksjon av malonat fører 
til ekstracellulær akkumulering av glutamat (Messam et al., 1995) og videre til 
NMDA-reseptormediert celledød. Den eksitotoksiske lesjonen som oppstår (Greene et 
al., 1993) kan reduseres med NMDA-reseptorblokkeren MK-801 (Beal et al., 1993; 
Ferger et al., 1999). I andre studier har man ikke kunnet påvise reduksjon av malonat-
toksisiteten med NMDA-blokkade, men man har funnet at lesjonsutbredelsen kan 
reduseres med AMPA-reseptorantagonister (Ikonomidou et al., 2000). Det finnes 
holdepunkter for at nedsatt energimetabolisme ved hemming av SDH gir redusert 
opptak av glutamat i vesikler (Tavares et al., 2001). Vesikulært opptak er ATP-
avhengig og drives av den elektrokjemiske gradienten over vesikkelmembranen. 
Hemming av denne prosessen er antakelig knyttet til nedsatt ATP-produksjon. 
Redusert glutamatopptak i vesiklene kan være en av de toksiske effektene ved  
SDH-hemming. Det er også vist at malonat induserer dannelsen av ROS (Schulz et 
al., 1995) ved å hemme elektrontransportkjeden. Celledød pga. stereotaktisk 
mikroinjeksjon av malonat i striatum kan oppheves ved samtidig injeksjon av suksinat 
i overskudd (Ferger et al., 1999). Dette viser hvor viktig hemmingen av Krebs’-syklus 
er for malonattoksisitet. Det er også blitt vist at VPA øker GLT-nivået i striatum og 









Soman er en nervegass som tilhører gruppen organofosfater (OP) (Taylor, 1995; 
McDonough and Shih, 1997; Barthold and Schier, 2005). I normal kolinerg 
transmisjon frigjøres nevrotransmittoren ACh i synapsespalten ved depolarisering av 
presynaptisk kolinerg celle. Soman hemmer AChE irreversibelt eller reversibelt slik at 
ACh ikke blir brutt ned i synapsespalten. Det skjer ved at soman danner et reversibelt 
enzymhemmende kompleks, OP-AChE. Komplekset kan degraderes spontant slik at 
enzymet kan reaktiveres eller det kan gjennomgå en prosess kalt ”eldring”. Dette er en 
tidsavhengig dealkyleringsreaksjon som fører til irreversibel enzyminaktivering. 
Oksimer (f.eks HI-6) kan reaktivere bundet AChE ved å fjerne OP fra komplekset 
hvis det administreres før ”eldring” har utviklet seg (Barthold and Schier, 2005). 
Overaktivitet av ACh-reseptorer stimulerer bl.a. til krampeanfall og et overskudd av 
eksitatoriske aminosyrer som glutamat. Glutamat stimulerer NMDA-reseptorer som 
forlenger krampene og fører til status epilepticus og etter hvert nevronal toksisitet 
(van Helden and Bueters, 1999).  
 
Både muskarinerge og nikotinerge reseptorer er sentrale ved nervegassforgiftning 
(Hassel, 2006). Toksiske effekter av OP kan dermed deles inn i perifere og 
sentralnervøse muskarinerge og nikotinerge effekter (Tuovinen, 2004). Perifere  
muskarinerge symptomer er bl.a. svette, urinering, diaré, bronkospasmer og sikling, 
mens muskelfascikulasjoner er en perifer nikotinerg effekt. Et sentralt muskarinergt 
symptom er generaliserte kramper. Respirasjonsdepresjon er et sentralt nikotinergt 
symptom (Weinbroum, 2004; Hassel, 2006). Standard antidot mot 
nervegassforgiftning er en muskarinerg antagonist, som atropin, i kombinasjon med et 












Hippocampus er sentral for innlæring, korttidshukommelse, romlig orientering og 
emosjonalitet. Denne pølseformede strukturen ligger subkortikalt som skissert i figur 
1.2. De nevronale forbindelsene i hippocampus er ordnet, så det er lett å identifisere 
de ulike grupperingene med synapser og nevroner mikroskopisk. Pyramidecellene i 
CA1- og CA3-området uttrykker glutamatreseptorer og innerveres av glutamaterge 
nevroner i entorhinalcortex. Pyramidecellene projekterer videre til septum og 
subiculum (Andersen et al., 1971). 
 
 
1.8.2 Corpus striatum 
 
Corpus striatum (heretter kalt striatum) er viktig for initiering og modulering av 
bevegelse. Striatum er lokalisert subkortikalt, fortil under corpus callosum, se figur 
1.2. I forhold til andre hjernestrukturer er andelen projeksjonsnevroner i denne 
strukturen svært stor, med 90 % GABAerge projeksjonsnevroner. Disse nevronene 
har glutamatreseptorer og innerveres av glutamaterge nevroner i sensomotorisk cortex 





Cortex har flere regioner med spesialiserte funksjoner. Den har en overordnet rolle i 
initiering og regulering av atferd, i behandling og integrering av sanseinntrykk og for 
høyere mentale funksjoner, både kognitive og emosjonelle. Cortex er det ytterste laget 







Figur 1.2 Sagittalsnitt av rottehjerne 
Figuren viser de strukturene i rottehjerne som er sentrale for studien. 
 
 
1.8.4 Glutamattransportørene GLT og GLAST 
 
GLT er den kvantitativt viktigste glutamattransportøren i storhjernen (Danbolt et al., 
1992; Haugeto et al., 1996) og GLAST er også uttrykt her (Lehre and Danbolt, 1998). 
GLT er imidlertid mest interessant i vår sammenheng siden det er vist en 
oppregulering av GLT-nivå i rottehjerne ved AMP-behandling (Rothstein et al., 
2005). Områder med høy GLT og/eller GLAST-aktivitet samsvarer med områder med 
høy glutamaterg innervasjon. GLT er høyest uttrykt i hippocampus, men er også til 
stede i stor grad i cerebral cortex og striatum. GLAST er hovedsakelig til stede i 











Målene med denne studien var: 
 
• Å undersøke om AMP-behandling kan øke vevsnivået av 
glutamattransportørene GLT og GLAST i rottehjerne 
• Å finne ut om AMP-behandling kan redusere svulstvekst i hjernevev 
• Å se om AMP-behandling er i stand til å beskytte hjernevev mot skade som 
følge av energisvikt 
• Å undersøke om AMP-behandling vil beskytte hjernevev mot 
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Til in vivo forsøk ble det brukt Wistar (HanTac:WH) hannrotter, 200-300 g, fra 
Møllegaard avlslaboratorier i Ejby, Danmark. Det var 4-5 rotter i hvert bur, og de 
hadde kontinuerlig tilgang på vann og mat. AMP-behandlede rotter og kontrollrotter 
ble plassert i samme bur, bortsett fra i forsøket med AMP i 10 dager og AMP og VPA 
i 14 dager, da like behandlingsgrupper ble plassert sammen. Døgnet var delt inn i 12 
timers lys/mørke syklus (automatisk). Luftfuktigheten var 55 ± 5 % og dyrerommene 
hadde 12-15 luftutskiftninger per time. Temperaturen var 22 ± 2 ºC. Lyd- og 
lysintensiteten ble ikke rutinemessig målt, men rommene var lydisolerte og 
belysningen dempet. Rottene ble holdt atskilt fra andre dyrearter i 
forsøksdyravdelingen. Rotter som ble brukt i langtidsforsøk, fikk akklimatisere seg i 
minst 1 uke, mens dyr som ble brukt i akuttforsøk, ble brukt tidligst 2 dager etter 
ankomst.   
 
Kurs i forsøksdyrlære er gjennomført da dette kreves for å kunne arbeide med 

















Kjemikalium     Leverandør 
2-merkaptoetanol    Sigma, St. Louis, MO, USA 
α-aminoadepinsyre    Sigma, St. Louis, MO, USA 
Akrylamid 30 %: N,N’metylenbisakrylamid Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
37, 5:1 (akrylamid/-bis) (AMBA) USA 
Aluminiumsulfat (AlSO4)   Merck, Darmstadt, Tyskland 
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA 
Anti-A 522 (GLAST) N.C Danbolt, UiO, Oslo, Norge 
Anti-B 493 (GLT) N.C Danbolt, UiO, Oslo, Norge 
Atropinsulfat Norsk Medisinaldepot, Oslo, Norge 
Borsyre (H3BO3)  Merck, Darmstadt, Tyskland 
Bromfenolblått    Sigma, St. Louis, MO, USA 
Dimetylsulfoksid (DMSO)   Sigma, St. Louis, MO, USA 
Dinatriumhydrogenfosfat dihydrat   Merck, Darmstadt, Tyskland 
(Na2HPO4 x 2H2O) 
Dithiothreitol (DTT)    Sigma, St. Louis, MO, USA 
DL-TBOA     Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA 
ECL (enhanced chemoluminescens) Amersham Biosciences UK Limited  
deteksjonsreagens 1 og 2 Little Chalfont, Buckinghamshire, 
England 
Eddiksyre 100 % (iseddik)   Merck, Darmstadt, Tyskland 
Eosin Y     Sigma, St. Louis, MO, USA 
Etanol: Absolutt alkohol prima  Arcus Produkter AS, Oslo, Norge 
Etylendiamintetraeddiksyre 0,02 % (EDTA) Sigma, St. Louis, MO, USA 
i PBS 
F-12 (HAM) Life Technologies, Gibco BRL, 
Skottland 
FluoroJade B Histo Chem Inc, Jefferson, USA 
Føtalt kalveserum (FBS) Life Technologies, Gibco BRL, 
Skottland 
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Geiteserum (GS) Life Technologies, Gibco BRL, 
Skottland 
Glukose monohydrat    Merck, Darmstadt, Tyskland 
Glyserol 87 % WWR International, Carnot, Frankrike  
Glysin Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA  
Hematoxylin Sigma, St.Louis, MO, USA 
HI-6 diklorid monohydrat Dr. Boulet, Defence Research 
Establishment Suffield, Ralston, Alberta, 
Canada 
Hoechst (bisbenzimid H 33342) Sigma, St. Louis, MO, USA   
Hydrogenklorid 37 % (HCl)   Merck, Darmstadt, Tyskland 
HypnormTM     VetPharma Ltd, Leeds, England 
Kaliumklorid (KCl)    Merck, Darmstadt, Tyskland 
Kaliumnatriumtartrat tetrahydrat  Merck, Darmstadt, Tyskland 
Kaliumpermanganat (KMnO4)  Merck, Darmstadt, Tyskland 
Kalsiumklorid (CaCl2)   Merck, Darmstadt, Tyskland 
Kanin anti mus sekundærantistoff  DAKO, Glostrup, Danmark 
Kanin anti rotte sekundærantistoff  DAKO, Glostrup, Danmark 
Magnesiumklorid (MgCl2) Merck, Darmstadt, Tyskland 
Metanol Lab-Scan, Analytical Science, Dublin, 
Irland     
Molizo Instant Skummetmelkpulver  Nestlè, Vevey, Sveits 
Natriumazid (NaN3)    Merck, Darmstadt, Tyskland 
Natriumdihydrogenfosfat monohydrat  Merck, Darmstadt, Tyskland 
(NaH2PO4 x H2O)   
Natriumdodecylsulfat (SDS)   Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
      USA  
Natriumhydroksid (NaOH)   Merck, Darmstadt, Tyskland 
Natriumklorid (NaCl)    Merck, Darmstadt, Tyskland 
Natriummalonat dibasisk monohydrat Sigma, St. Louis, MO, USA 
Natriumvalproat (2-propyl-1-pentansyre) Sigma, St. Louis, MO, USA 
N,N,N’,N’-tetrametyletyldiamin (TEMED)  Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
USA   
Materiale og metoder 
 27
o-phtaldialdehyd (OPA)   Sigma, St. Louis, MO, USA 
Paraformaldehyd 10 % (PFA, formalin) Richard-Allan Scientific, Kalamazoo, 
MI, USA 
PBS (fosfatbufrede salintabletter) Sigma, St. Louis, MO, USA 
Penicillin (100 IE/ml)/streptomycin  Life Technologies, Gibco BRL, 
(100 µg/ml) Skottland 
Pentobarbital 50 mg/ml Haukeland Sykehusapotek, Bergen, 
Norge 
Pentrexyl® 2 g Bristol-Myers Squibb AB, Bromma, 
Sverige 
Periodsyre Sigma, St. Louis, MO, USA 
Prestained Standards, Broad Range Bio-Rad, CA, USA 
Propidiumiodid (PI) Sigma, St. Louis, MO, USA 
Soman TNO Defence, Security and Safety, 
Rijswijk, Nederland 
StesolidTM 5 mg/ml Dumex-Alpharma A/S, København, 
Danmark 
Sukrose BDH Laboratory Supplies, Poole, 
England 
Svin anti kanin sekundærantistoff DAKO, Glostrup, Danmark 
Tissue-Clear® Sakura Finetek Europe B.V, 
Zoeterwoude, Nederland 
Tissue-Mount® Sakura Finetek Europe B.V, 
Zoeterwoude, Nederland 
Trizma base     Sigma, Oslo, Norge 
TrypLETM Express    Gibco, Auckland, New Zealand 
Tubulin alfa     NeoMarkers, Fremont, CA, USA 
Tween 20 (polyoksyetyensorbitan)  Sigma, St. Louis, MO, USA 
Uretan      Sigma, St. Louis, MO, USA 
Vogel histo-comp®,  Vogel Medizinische Technik und  
Tissue-Embedding-Medium Elektronik, Giessen, Tyskland 
Xylocain adrenalin® 10 mg/ml + 5 µg/ml AstraZeneca, Oslo, Norge 
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2.3 Western blotting 
 
For å undersøke om AMP-behandling påvirket ekspresjonen av visse proteiner ble 
prøver fra AMP-behandlede hjerner og kontrollhjerner analysert vha Western blotting. 
Følgende er en metode for å påvise ulike proteiner. Prosessen består av: 1) separering 
av proteiner vha gelelektroforese, 2) overføring av proteinbånd til nitrocellulosefilter 
(blotting), 3) identitetsbestemmelse av bånd ved hjelp av spesifikke antistoffer og 4) 
visualisering av protein-antistoff-komplekser ved hjelp av kjemoluminescens.  
 
2.3.1 Løsninger til Western blotting 
 
TBS-T (10x) 
Tris base    24,2 g (= 200 mM) 
NaCl     80,0 g (=1,37 M) 
Tween 20    5 ml 
Vann     ad 1000 ml 
pH = 7,6 
 
Loadingbuffer (2x) 
Tris-HCl (0,5 M, pH 6,8)  3 ml 
SDS 10 %    4 ml 
Glyserol 50 %   2 ml 
2-merkaptoetanol   1 ml 
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Running gel (15 geler) 
1,5 M Tris pH= 8,8   27,75 ml 
Glyserol 50 %   22,5 ml 
AMBA 30 %    37,5 ml 
Vann     22,5 ml 
SDS 10 %    1125 µl 
 
Like før støping tilsettes: 
TEMED    5 µl/gel 
APS 10 %    50 µl/gel  
 
Stacking gel (10 geler) 
0,5 M Tris pH= 6,8  9,2 ml 
AMBA 30 %    5 ml 
Vann     22,6 ml 
SDS 10 %    375 µl 
 
Like før støping tilsettes: 
TEMED    5 µl/gel 
APS 10 %    50 µl/gel  
 
Tankbuffer (10x) 
Tris base    30,25 g (= 0,250 M) 
Glysin     144 g (= 1,92 M) 
SDS 10 %    100 ml (= 1 %) 
Vann     ad 1000 ml 
 
Blottebuffer 
Tris base    3,75 g 
Glysin     18,0 g 
Metanol    500 ml 
Vann     2000 ml 
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2.3.2 Støping av geler 
 
Running gel ble blandet som beskrevet over og ca. 6,5 ml ble fylt mellom to plater i et 
elektroforesestativ (Bio-Rad Mini-Protean II Slab cell, 1,5 mm spacere). Vann ble lagt 
på toppen for å sikre en jevn overflate. Etter at gelen hadde stivnet ble vannet tømt av, 
stacking gel ble lagt på toppen og en kam ble satt i. Gelen stivnet i løpet av 1 time. 
Kammen ble fjernet, gelen ble skylt med vann og satt i et elektroforesekar (Bio-Rad) 
med tankbuffer. Det ble brukt en proteinstandard (Prestained Standards, Broad Range, 
Bio-Rad) med molekylvekt mellom 4 og 250 kDa. Prøver ble applisert på gelen, og 






Ved hjelp av gelelektroforese kan man separere proteiner etter ladning og 
molekylvekt da de vandrer med ulik hastighet på en gel i et elektrisk felt. I  
SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide-gel electrophoresis (Laemmli, 
1970)) bindes denaturerte proteiner til SDS, som gjør dem negativt ladet. Bindingen 
er proporsjonal med molekylvekten, slik at hvert bånd som dannes representerer en 




2.3.4 Immunoblotting  
 
Etter kjørt gelelektroforese ble gelen plassert i et elektroforesekar (Bio-Rad) med 
blottebuffer. Båndene på gelen ble overført til et nitrocellulosepapir. Blotting skjedde 
over natt (50 mA) eller i 2 timer (200 mA). Blottet ble så skylt i TBS-T og uspesifikke 
bindinger ble blokkert med 5 % skummetmelkpulver i TBS-T i minst 1 time.  
 




Blottet ble eksponert for primærantistoff fortynnet i 10 % geiteserum i 2 timer. 
Antistoffet binder seg til en antigen epitop på det aktuelle proteinet. Deretter ble 
blottet skylt i TBS-T før sekundært antistoff ble lagt på i 1 time. Dette antistoffet er 
kovalent bundet til pepperrotperoksydase (HRP). Alle vaskinger og inkubasjoner ble 





Protein-antistoffkomplekset ble visualisert ved at nitrocellulosepapiret ble inkubert 
med en deteksjonsreagens, ECL, i 1 min. Luminol oksideres av HRP og H2O2 i basisk 
miljø (i nærvær av fenoler). Under oksidasjonen emitteres lys der hvor 
sekundærantistoff er bundet til primærantistoff. Intensiteten av emittert lys er 
proporsjonal med mengden bundet antistoff, og dermed med proteinmengden. Filmen 
(X-Omat Blue Film, Kodak) ble eksponert for blottet i ulike tidslengder i mørkerom. 
Ved fremkalling i en Kodak fremkallingsmaskin ble det dannet klare bånd (fig. 2.1) 





Figur 2.1 Westernblott 
Figuren viser hvordan et Westernblott kan se ut. Dette blottet viser et GLAST-bånd (ved 66 kDa) fra 
striatum fra AMP-behandlede rotter og kontrollrotter etter 5 dagers behandling.  
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2.4 Effekt av ampicillin på proteinekspresjon 
 
2.4.1 Disseksjon og homogenisering av hjernevev fra rotter behandlet med 
ampicillin 
 
Wistar hannrotter (n = 5, 6 eller 7 i hver gruppe) ble merket med tusj på halen før 
forsøksstart. Det var tilfeldig hvilke som ble kontrollrotter og hvilke som skulle få 
legemiddel. Rottene ble behandlet med AMP (100 mg/kg x 2) subkutant (s.c.) i 5 eller 
10 dager (Rothstein et al., 2005). Kontrollrottene fikk tilsvarende volum (per kilo 
kroppsvekt) av fysiologisk saltvann s.c. Etter fullført medikamentell behandling og 
ca.15-20 timer etter siste dose AMP eller fysiologisk saltvann ble rottene anestesert 
med CO2 og dekapitert. Hjernen ble dissekert ut og aktuelle strukturer ble overført til 
veide eppendorfrør og frosset i flytende nitrogen umiddelbart. De ble så oppbevart 
ved - 80 °C.  
 
Rottene ble veid ved forsøksstart og forsøksslutt, samt halvveis i forsøket for 
dosejustering.  
 
De aktuelle strukturene ble homogenisert i 0,32 M sukrose til 0,25 % homogenater og 
lik mengde loadingbuffer ble tilsatt før prøvene ble kjørt på gelelektroforese. 
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2.5 Dyrking av C6 celler  
 
I forsøket ble det brukt C6 celler fra The European Collection of Cell Cultures, Centre 
for Applied Microbiology and Research, Health Protection Agency, Porton Down, 
Salisbury, England. C6 er en gliomcellelinje fra rotte med astrocytt som 
utgangspunkt. C6 cellene ble oppbevart i batcher ved – 140 ºC kryoprotektert med 
DMSO. Cellene ble tatt opp av fryseren og satt ett minutt ved romtemperatur før de 
ble satt på vannbad (37 ºC) til tining. Cellene ble forsiktig suspensert i ca. 11 ml F-12 
(HAM) medium med 10 % FBS og penicillin/streptomycin (100 IE/ml penicillin og 
100 µg/ml streptomycin). Deretter ble cellene dyrket i celledyrkingsflasker (Tissue 
Culture Flask 75 cm2, Sarstedt, Newton, USA) ved 37 ºC (Forma Scientific CO2 water 
jacketed incubator, Forma Scientific inc., Ohio, USA). Etter ett døgn i inkubatorskap 
ble mediet byttet for å fjerne DMSO. Cellene ble splittet ca. hver 3.-4. dag avhengig 
av celletettheten.  
  
2.5.1 Splitting av C6 celler 
 
Mediet ble fjernet og 1 ml EDTA (0,02 %) i PBS ble skylt over cellene for å chelere 
kalsium som kan frigjøres fra cellene under splittingen. EDTA-løsningen ble fjernet 
og 1,5 ml TrypLETM Express ble tilsatt. Flasken ble dunket lett slik at cellene løsnet. 
TrypLETM Express- løsningen med C6 cellene ble overført til falkonrør og tilsatt ca.  
5 ml medium og sentrifugert (IEC Centra CL 2, International Equipment Company, 
Tamro LAB, Vantaa, Finland) ved 1000 rpm i 3 minutter. Supernatanten ble fjernet 
og pelleten ble forsiktig suspendert i ca. 1 ml nytt medium. Cellesuspensjonen ble 
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2.5.2 Klargjøring av C6 celler til implantering 
 
Celler fra 10 flasker ble behandlet med EDTA og TrypLETM Express som beskrevet i 
2.5.1, men etter sentrifugering ble pelleten resuspensert i 1 ml medium og cellene satt 
til henstand på is i minimum 30 min. slik at cellene fikk sedimentere før 




2.6 Effekt av ampicillin og valproat på vekst av implanterte C6 
celler i striatum hos rotte 
 
2.6.1 Implantering av C6 celler 
 
Wistar hannrotter (n = 10 i hver gruppe) ble merket med tusj på halen før forsøksstart. 
Det var tilfeldig hvilke som ble kontrollrotter og hvilke som skulle få legemiddel. Det 
var 4 eller 5 dyr i hvert bur, og rotter med samme behandling var plassert i samme 
bur. Rottene ble anestesert ved injeksjon av (per kg kroppsvekt): fentanylcitrat 0,2 
mg, fluanison 10 mg og diazepam 5 mg intraperitonealt (i.p.). Deretter ble de montert 
i en stereotaktisk ramme og huden over skalletaket ble åpnet. Hinner ble snittet og 
trukket til side slik at bregma ble synlig. Xylocain adrenalin 5 mg/ml + 5 µg/ml ble 
gitt under skalpen ved behov. Med en butt Terumo 21G kanyle ble det boret et lite 
hull i skallen rett over høyre striatum (2,5 mm lateralt, 0,5 mm anteriort og 5,5 mm 
ned fra dura) og dura ble punktert. 2 µl medium med C6 celler (tilsvarende ca 8,5 x 
105 celler) ble injisert i striatum over 8 min. med en tynn nål. Injeksjonshastigheten 
(0,25 µl/min) ble kontrollert av en CMA/100 Microinjection Pump m/10 µl Hamilton. 
Nålen ble fjernet ca. 1 minutt etter endt injeksjon. Etter operasjonen ble huden sydd 
sammen og rottene ble overvåket til de våknet fra narkosen. Én time etter at cellene 
ble injisert i striatum, fikk rottene sin første injeksjon av VPA (300 mg/kg), AMP 
(100 mg/kg) eller tilsvarende volum fysiologisk saltvann s.c. 
 
De påfølgende 14 dagene fikk rottene injeksjoner kl 08 og 16.  




Ved endt behandling ble rottene anestesert med Uretan (1,25 g/kg, i.p., påfyll ved 
behov) (Paulsen and Fonnum, 1989) og perfusjonsfiksert gjennom hjertet. 15 ml 
iskald NaPi/PBS, 0,1 M, pH 7,4, ble etterfulgt av romtemperert 10 % PFA (Richard-
Allan Scientific, Kalamazoo, MI, USA, 300-400 ml per rotte). Perfusjonshastigheten 
var 45 ml/min. Hjernene ble dissekert ut og lagt i 10 % PFA i minst ett døgn. 
Hjernene ble kryoprotektert ved at de fikk synke i 30 % sukroseløsning, før de ble 
frosset i flytende nitrogen og oppbevart i fryser ved - 20 ºC. 
 






Hjernene ble snittet coronalt i kryostat (microm HM 560). De ble snittet ved – 20 ºC 
(kniv) og – 15 ºC (prøve). Tykkelsen var 10 µm. Hvert tjuende snitt ble lagt på 
SuperFrost® Plus glass (Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig, Tyskland) og farget 
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2.6.4 HE-farging av kryostatsnitt 
 
Hagens hematoxylin: 
A: Hematoxylin   10 g 
 Glyserol   400 ml 
 Konsentrert iseddik  200 ml 
 Dobbeltdestillert vann 400 ml 
 1 g periodsyre ble tilsatt da det andre var oppløst. 
B: 100 g knust aluminiumsulfat ble løst i 1 liter dobbeltdestillert vann.  
 
Da alt var oppløst ble A og B blandet.  
 
1 % eosin: 
Eosin Y 10 g 
1 liter dobbeltdestillert vann 
 
Snittene ble farget med HE i en Tribune Stainer, modell HCS33 (Senal   
# 192 4031, Instrumech AS, Norge). 
 
Snittene ble inkubert i følgende løsninger: 
• 100 % alkohol  2-5 min. 
• 100 % alkohol  2-5 min. 
• 96 % alkohol    2-5 min. 
• 80 % alkohol   2-5 min. 
• Vann    2-5 min. 
• Hematoxylin   5-5:30 min. 
• Vann    5-10 min. 
• Eosin    5-5:30 min. 
• Vann     1-1:10 min. 
• 80 % alkohol   1-1:10 min. 
• 96 % alkohol   2-2:10 min 
• 100 % alkohol  2-2:30 min. 
• Tissue-Clear® 
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Snittene ble deretter montert med Tissue-Mount® og dekkglass (Menzel-Glaser 24 x 
60 mm, Tyskland) og tørket før de ble fotografert for måling av svulstvolum.  
 
 
2.6.5 Måling av svulstvolum 
 
Etter fargingen med HE ble snittene fotografert med Nikon D1X-kamera, 105 mm 
1:2,8 D, slik at forstørrelsen var den samme for alle snittene. Svulstarealet i hvert snitt 
ble målt ved hjelp av ImageJ billedanalyseprogam, der man manuelt markerer 
svulstens avgrensning. Svulstvolumet ble beregnet som arealet i hvert snitt 
multiplisert med avstanden mellom snittenes overflate (= 200 µm). 
 
 
2.6.6 Kvalitetskontroll av implanteringsmetoden 
 
For å undersøke reproduserbarheten av implanteringen, ble estimering av antall 
injiserte celler foretatt hver dag etter implantering vha telling i tellekammer. 10 µl 
sedimenterte celler ble fortynnet til 1 ml i F-12 (HAM) medium. 2 µl av denne 
cellesuspensjonen ble overført til et Burker Bright-line tellekammer (Marienfeld, 
Lauda- Köningshofen, Tyskland) med 0,1 mm sjiktdybde. Antall celler per 0,0025 
mm
2
 ble talt og celletetthet i sedimentet ble beregnet som gjennomsnittet av tre 
paralleller.  
 
For å undersøke kvaliteten av de implanterte C6 cellene, ble 10 µl sedimenterte celler 
resuspensert i 1 ml F-12 (HAM) medium og tilsatt 5 µl propidiumiodid (PI) og 2,5 µl 
Hoechst 33342. Etter 5 minutters eksponering i mørke ble cellene overført til 
tellekammer som beskrevet over, og antall døde og levende celler ble talt. PI er et 
fluoriserende fargestoff som kun penetrerer ødelagte membraner, og brukes derfor 
som en markør for nekrotisk celledød. PI-positive celler (avgir rød fluoresens) anses 
derfor som nekrotiske. Hoechst 33342 brukes til å detektere cellekjerner med 
kondensert DNA, slik man ofte ser ved apoptotisk celledød. Hoechst 33342 penetrerer 
intakte cellemembraner, og binder seg til normalt DNA så vel som til kondensert 
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DNA. Kondenserte kjerner fremstår som mindre og sterkere lysende enn friske 
kjerner, fordi fluorescensen i de kondenserte kjernene blir mer konsentrert. Ved hjelp 
av PI og Hoechst 33342 kan man skille mellom levende celler (store kjerner med svak 
blåfarge), nekrotiske celler (røde celler) og apoptotiske celler (små kjerner med sterk 
blåhvit farge). Størrelse og lysintensitet av Hoechst 33342-positive celler ble 
sammenliknet med det man ser i friske celler (høstet som beskrevet over og 
umiddelbart tilsatt PI og Hoechst 33342). Gjennomsnittlig celledød etter alle 
implanteringene var 2,8 % ± 2,0 %.  
 
 
2.7 Mikrodialyse av implantert gliom i striatum hos rotte 
 
2.7.1 Buffere til mikrodialyse 
 
Basalbuffer 
NaCl   140 mM 
KCl    4 mM 
NaPi   1,4 mM 
MgCl2   1 mM 
CaCl2    1,5 mM 
Glukose  3 mM 
pH    7,3 
 
Depolariseringsbuffer 
NaCl    44 mM 
KCl    100 mM 
NaPi    1,4 mM 
MgCl2   1 mM 
CaCl2    1,5 mM 
Glukose  3 mM 
pH    7,3 
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TBOA-buffer 
Depolariseringsbuffer tilsatt 500 µM DL-TBOA 




NaN3    0,5 % 





Wistar hannrotter (n = 10 i hver gruppe) med implantert svulst i høyre striatum ble 
behandlet med VPA (300 mg/kg x 2) eller AMP (100 mg/kg x 2) s.c i 14 dager etter 
implantering. Kontrollrottene fikk tilsvarende volum (per kilo kroppsvekt) fysiologisk 
saltvann s.c.  
 
Etter 14 dagers medikamentell behandling ble rottene anestesert med Uretan  
(1,25 g/kg, i.p., påfyll etter behov) og montert i en stereotaktisk ramme som beskrevet 
under avsnitt 2.6.1, 2 timer etter siste dose VPA, AMP eller fysiologisk saltvann. En 
mikrodialyseprobe (CMA/11, Solna, Sverige) ble satt ned i den implanterte svulsten i 
høyre striatum. Probens plassering ble verifisert ved disseksjon av rottehjerner. 
 
Membranen i proben var 2 mm lang, hadde en ytre diameter på 0,24 mm og en cutoff 
på 6000 Da. En tilførende slange førte dialyseløsningene til probens kammer. Små 
molekyler kunne diffundere over den semipermeable membranen fra tilført løsning og 
ut i ekstracellulærvæsken, og fra ekstracellulærvæsken tilbake til proben (fig. 2.2). 
Ekvilibreringen var avhengig av strømingshastigheten til væsken gjennom proben. 
Under forsøket var pumpehastigheten 3 µl/minutt. En tynn slange gikk fra probens 
kammer, slik at fraksjonene kunne samles opp. En bryter på apparaturen gjorde det 
mulig å veksle mellom tre ulike eksponeringsløsninger. Etter 60 minutters 
perfusjon med basalbuffer ble det fortløpende samlet opp fraksjoner på 10 minutter. 
Følgende fraksjoner ble samlet opp: B1 (basalbuffer, 10 min.), B2 (basalbuffer, 
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påfølgende 10 min.), K+ (depolariseringsbuffer, 10 min.) og TBOA 
(depolariseringsbuffer tilsatt 500 µM TBOA, 10 min.). TBOA er en kompetitiv 
hemmer av de Na+-avhengige glutamattransportørene GLT, GLAST og EAAC1, og 
vil derfor hemme glutamattransport via disse transportørene (Shimamoto et al., 1998; 
Jabaudon et al., 1999). Mikrodialysefraksjonene (30 µl) ble umiddelbart tilsatt 5 µl 
0,5 % NaN3 tilsatt α-aminoadipat (100 µM) som internstandard. Deretter ble 
fraksjonene analysert for aminosyrenivåer på HPLC.  
 
For å kunne skille effekten av TBOA i depolaringsbufferen fra en effekt av to 
påfølgende perioder med depolarisering, fikk Wistar hannrotter (n = 6) implantert 
svulst i høyre striatum som beskrevet under avsnitt 2.6.1. Rottene fikk ingen 
medikamentell behandling i de påfølgende 14 dagene. Mikrodialyse ble utført som 
beskrevet over, 14 dager etter implantering. I stedet for mikrodialyse med TBOA-





Figur 2.2 Mikrodialyse i svulstvev 
Figuren viser prinsippet ved mikrodialyse. Buffer diffunderer ut i ekstracellulærvæsken og påvirker 
vevet rundt. Stoffer i ekstracellulærvæsken diffunderer over membranen og over i dialysebufferen. 
Fraksjonene samles opp og analyseres. 
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2.8 Analyse av aminosyrer i mikrodialysat ved hjelp av HPLC 
 
2.8.1 Derivatisering med OPA 
 
For at aminosyrene skal kunne bli detekterbare med en fluorescensdetektor, måtte 
prøvene blandes med o-phtaldialdehyd (OPA) i basisk miljø.  
 
OPA-reagens: 
Blandes i følgende rekkefølge: 
o-phtaldialdehyd (OPA) 75 mM 
Metanol    10 % 
2-merkaptoetanol  1 % 
Dobbeltdestillert vann 
H3BO4, pH=12,   0,4 M 
justert med NaOH    
 
Annenhver dag ble OPA-løsningen aktivert ved å tilsette 50 µl 2-mercaptoetanol. 
 
Stoppreagens (2 M NaH2PO4) ble tilsatt etter ett minutt for å stoppe 
derivatiseringsreaksjonen. NaH2PO4 senker pH-verdien i blandingen og reaksjonen vil 
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2.8.2 Separasjon av aminosyrer på HPLC 
 
HPLC-buffer: 
2000 ml 50 mM NaH2PO4 
pH justeres til eksakt 5,25 med 50 mM Na2HPO4 
Bufferen filtreres og tilsettes 363 ml metanol/ 2020 ml NaH2PO4-buffer 
 
Instrumentet som ble benyttet til å drive separasjonen var en Hewlett Packard 1100 
HPLC med fluorescensdetektor (CMA/280, CMA Microdialysis, Sverige) og 
integrator (Hewlett Packard 35900E). Aminosyrene ble separert på en C-18 kolonne 
(Pharmacia Biotech, Sverige, lengde 25 cm, indre diameter 4 mm og 
partikkelstørrelse 5 µm) ved hjelp av gradienteluering. HPLC-bufferen ble blandet 
med økende mengde metanol under separasjonen (Paulsen et al., 1987). En Hewlett 
Packard 1050 autosampler blandet og injiserte ønsket prøvevolum på kolonnen. 33 µl 
prøve ble blandet med 10 µl OPA, og deretter tilsatt 5 µl stopp-reagens.  
 
For å identifisere de ulike toppene, ble retensjonstidene sammenliknet med en kjent 
aminosyrestandard. Ved å sammenlikne topparealet til den aktuelle aminosyren med 
topparealet til en intern standard med kjent konsentrasjon (α-aminoadipat), kunne 
mengden av den aktuelle aminosyren i prøven bestemmes. Det ble korrigert for ulik 
respons i detektoren ved hjelp av en responsfaktor. Responsfaktoren finner man som 
forholdet mellom topparealet til de to aminosyrene i aminosyrestandarden der de har 
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2.9 Effekt av ampicillin på malonatindusert celledød i striatum hos 
rotte 
 
2.9.1 Injeksjon av malonat  
 
Wistar hannrotter (n = 7 i hver gruppe) ble merket med tusj på halen før forsøksstart. 
Det var tilfeldig hvilke som ble kontrollrotter og hvilke som skulle få legemiddel. 
Rottene ble først behandlet med AMP (100mg/kg) eller tilsvarende volum fysiologisk 
saltvann s.c. kl 08 og 16 i 10 dager. Det var 2 eller 5 dyr i hvert bur, og rotter som 
fikk samme behandling var plassert i samme bur. Deretter ble rottene anestesert med 
(per kg kroppsvekt): fentanylcitrat 0,2 mg, fluanison 10 mg og diazepam 5 mg i.p. 
Rottene ble montert i en stereotaktisk ramme som beskrevet under avsnitt 2.6.1. 1 µl 
malonat, 1 M, i vann ble injisert i striatum over 4 min. Injeksjonshastigheten (0,25 
µl/min) ble kontrollert av en CMA/100 Microinjection Pump m/10 µl Hamilton. 
Nålen ble fjernet ca. 1 1/2 minutt etter endt injeksjon. Etter operasjonen ble huden 
sydd sammen og rottene ble overvåket til de våknet fra narkosen. 1 time etter 
injeksjonen fikk rottene sin første injeksjon av AMP (100 mg/kg) eller tilsvarende 
volum fysiologisk saltvann s.c. 
 
De påfølgende 2 dagene ble rottene injisert kl 08 og 16, deretter gikk de 5 dager uten 
medikamentell behandling før de ble anestesert dypt med Pentobarbital og 
perfusjonsfiksert som beskrevet i avsnitt 2.6.2.  
 
Rottene ble veid ved forsøksstart og forsøksslutt, samt 5 og 10 dager etter forsøksstart 
for dosejustering.  
 
Hjernene ble snittet coronalt i kryostat og farget med HE som under avsnitt 2.6.3-
2.6.5, men snittykkelsen var 20 µm og hvert tiende snitt ble tatt vare på for farging, 
fotografering og måling av lesjonsvolum vha ImageJ billedanaylseprogram.  
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2.10 Effekt av ampicillin på rotter behandlet med soman 
 
2.10.1 Injeksjon av soman 
 
Wistar hannrotter (n = 7 i hver gruppe) ble merket med tusj på halen før forsøksstart. 
Det var tilfeldig hvilke som ble kontrollrotter og hvilke som skulle få legemiddel. 
Rottene ble først behandlet med AMP (100 mg/kg) eller tilsvarende volum fysiologisk 
saltvann s.c kl 08 og 16 i 10 dager. Det var 2 eller 5 dyr i hvert bur og rotter som fikk 
samme behandling var plassert i samme bur. ½ time etter siste dose AMP/NaCl ble 
HI-6 (125 mg/kg) og atropinsulfat (16 mg/kg) gitt i.p. Etter de fem første rottene ble 
atropinsulfat kuttet ut for å redusere tiden mellom injeksjon av soman og symptomer. 
2 mg soman ble løst i 22,2 ml NaCl og 1 time etter siste dose AMP/NaCl ble soman 
(180 µg/kg = 2,25 LD50) (Myhrer et al., 2006) injisert i.p. Atferden til rottene ble 
observert. 
 
Ca. 1 time etter injeksjonen av soman ble rottene anestesert med Pentobarbital (ca. 
330 mg/kg) i.p. og perfusjonsfiksert som beskrevet under avsnitt 2.6.2. 
 






Før impregnering med parafin måtte hjernene dehydreres. Vann fordamper med 
alkohol til stede. Hjernene ble eksponert for alkohol av gradvis økende konsentrasjon. 
Tissue-Clear® ble brukt som et klargjøringsmedium, da det er blandbart med både 
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Hjernene ble inkubert i følgende løsninger: 
• Formaldehyd   10 min. 
• Formaldehyd   30 min. 
• 70 % alkohol   30 min. 
• 96 % alkohol   60 min. 
• Absolutt alkohol  60 min. 
• Absolutt alkohol  60 min. 
• Absolutt alkohol  90 min. 
• Tissue-Clear®  90 min. 
• Tissue-Clear®  90 min. 
• Tissue-Clear®  90 min. 
• Parafin   3 timer 
• Parafin   3 timer 
 
Totalt: 16 timer 10 min. 
 
 
2.10.3 Parafininnstøping av hjernebiter 
 
Hjernene ble støpt inn i flytende parafin ved hjelp av en parafininnstøpingsmaskin 
(Leica EG 1160). Parafinen stivnet og hjernene kunne deretter snittes.  
 
 
2.10.4 Snitting av innstøpte hjerner 
 
Hjernene ble snittet coronalt i mikrotom (microm HM 355 S) før de ble lagt i et 
vannbad (Leica HI 1210) på 37 ºC slik at snittene ble strukket ut før de ble lagt på 
Menzel-glaser® objektglass (Menzel GmbH + Co KG, Braunschweig, Tyskland). 
Tykkelsen på snittene var 5 µm, med 100 µm mellom hvert snitt. Snittene ble farget 
med FluoroJade B. 
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2.10.5 FluoroJade B-farging av parafinsnitt 
 
Før farging ble snittene satt i varmeskap ved 37 ºC natten over. Snittene ble farget 
med FluoroJade B i en Tribune Stainer, modell HCS33 (Senal   
# 192 4031, Instrumech AS, Norge). 
 
Snittene ble inkubert i følgende løsninger: 
• Tissue-Clear®   2-5 min. 
• Tissue-Clear®  2-5 min. 
• 100 % alkohol   2-5 min. 
• 100 % alkohol   2-5 min. 
• 96 % alkohol   2-5 min. 
• 1 % NaOH i 80 % alkohol  5 min. 
• 70 % alkohol   2 min. 
• Vann    2-3 min. 
• Kaliumpermanganat  5 min. 
• Vann    2-2:30 min. 
• FluoroJade B   20 min. 
• Vann    3 min. 
• Varming 40 ºC  30 min.  
• Tissue-Clear® 
 
Deretter ble snittene montert med Tissue-Mount® og dekkglass (Menzel-Glaser® 24 




















Ved sammenlikning av to grupper ble det brukt Student t-test, paret eller uparet, 
avhengig av om det var avhengighet mellom verdiene som skulle sammenliknes. 







3.1 Effekt av ampicillin-behandling på GLT og GLAST i 
rottehjerne 
 
Det er nylig blitt vist at ß-laktamantibiotika, deriblant AMP, stimulerer GLT- 
proteinekspresjon i hippocampus og ryggmarg hos rotte (Rothstein et al., 2005). Vi 
ønsket å undersøke om dette var tilfelle i ulike strukturer i rottehjerne. Proteinnivåene 
av GLT og GLAST i hippocampus, striatum og cortex ble undersøkt med Western 
blotting.  
 
3.1.1 GLT-nivå i hippocampus  
 
AMP-behandling i 5 dager ga en økning av GLT i hippocampus. 10 dagers  
AMP-behandling ga ingen forskjell mellom AMP-og kontrollgruppe med hensyn på 
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Figur 3.1 GLT-nivå i hippocampus hos AMP- og NaCl-behandlede rotter  
Wistar hannrotter fikk AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 5 dager (n = 7 i hver 
gruppe) eller i 10 dager (n = 6 i hver gruppe). GLT-nivået ble målt ved Western blotting. A) Figuren 
viser immunreaktivitet i forhold til kontroll; gjennomsnitt + SD. * = forskjellig fra kontroll, p = 0,0061. 
For 10 dagers behandling var p = 0,16; toveis, uparet t-test. B) GLT-bånd (ved 73 kDa) fra AMP-
behandlet rotte og kontrollrotte etter 5 dagers behandling. C) α-tubulin-bånd (ved 51 kDa) fra AMP-
behandlet rotte og kontrollrotte etter 5 dagers behandling. Applikasjon av lik mengde protein i hver 
brønn ble verifisert ved immunmerking av de samme blottene med antistoff mot α-tubulin som ikke ble 





3.1.2 GLAST-nivå i hippocampus 
 
AMP-behandling i 5 dager ga en tendens til økt GLAST-nivå i hippocampus. 10 
dagers AMP-behandling ga ingen forskjell mellom AMP-og kontrollgruppe med 
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Figur 3.2 GLAST-nivå i hippocampus hos AMP- og NaCl-behandlede rotter 
 
Wistar hannrotter fikk AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 5 dager (n = 7 i hver 
gruppe) eller i 10 dager (n = 6 i hver gruppe). GLAST-nivået ble målt ved Western blotting. A) Figuren 
viser immunreaktivitet i forhold til kontroll; gjennomsnitt + SD. For 5 dagers behandling var p = 0,09. 
For 10 dagers behandling var p = 0,39; toveis, uparet t-test. B) α-tubulin-bånd (ved 51 kDa) fra AMP-
behandlet rotte og kontrollrotte etter 10 dagers behandling. Applikasjon av lik mengde protein i hver 
brønn ble verifisert ved immunmerking av de samme blottene med antistoff mot α-tubulin som ikke ble 





3.1.3 GLT-nivå i striatum    
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Figur 3.3 GLT-nivå i striatum hos AMP- og NaCl-behandlede rotter  
Wistar hannrotter fikk AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 5 dager (n = 7 i hver 
gruppe) eller i 10 dager (n = 6 i hver gruppe). GLT-nivået ble målt ved Western blotting. Figuren viser 
immunreaktivitet i forhold til kontroll; gjennomsnitt + SD. For 5 dagers behandling var p = 0,37. For 
10 dagers behandling var p = 0,22; toveis, uparet t-test. Forkortelser: KTR: kontroll, AMP: ampicillin, 
d: dager.  












3.1.4 GLAST-nivå i striatum 
 
AMP-behandling i 5 dager ga ingen forskjell i GLAST-nivået mellom AMP-og  
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Figur 3.4 GLAST-nivå i striatum hos AMP- og NaCl-behandlede rotter  
Wistar hannrotter fikk AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 5 dager (n = 7 i hver 
gruppe) eller i 10 dager (n = 6 i hver gruppe). GLAST-nivået ble målt ved Western blotting. Figuren 
viser immunreaktivitet i forhold til kontroll; gjennomsnitt + SD. * = forskjellig fra kontroll, p = 0,047. 
For 5 dagers behandling var p = 0,39; toveis, uparet t-test. Forkortelser: KTR: kontroll, AMP: 
ampicillin, d: dager.  











3.1.5 GLT-nivå i frontal- og/eller parietalcortex 
 
AMP-behandling i 5 dager ga ingen effekt på GLT-nivået i frontalcortex 
sammenliknet med kontroll, mens GLT-nivået i parietalcortex økte. AMP-behandling 
i 10 dager ga en mulig tendens til økt GLT-nivå i en kombinasjon av frontal- og 
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Figur 3.5 GLT-nivå i frontal- og/eller parietalcortex hos AMP- og NaCl-behandlede rotter 
 
Wistar hannrotter fikk AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 5 dager (n = 7 i hver 
gruppe) eller i 10 dager (n = 6 i hver gruppe). GLT-nivået ble målt ved Western blotting. Figuren viser 
immunreaktivitet i forhold til kontroll; gjennomsnitt + SD. * = forskjellig fra kontroll, p = 0,022. For 5 
dagers behandling var p = 0,35. For 10 dagers behandling var p = 0,11; toveis, uparet t-test.  
Forkortelser: KTR: kontroll, AMP: ampicillin, Fr.: frontalcortex, Par.: parietalcortex, Fr.+ par.: 
kombinasjon av frontal- og parietalcortex, d: dager.  










3.1.6 GLAST-nivå i frontal- og/eller parietalcortex 
 
GLAST-nivået i frontalcortex ble ikke påvirket av AMP-behandling i 5 dager, mens 
nivået i parietalcortex økte. AMP-behandling i 10 dager ga ingen effekt på GLAST-
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Figur 3.6 GLAST-nivå i frontal- og/eller parietalcortex hos AMP- og NaCl-behandlede rotter  
Wistar hannrotter fikk AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 5 dager (n = 7 i hver 
gruppe) eller i 10 dager (n = 6 i hver gruppe). GLAST-nivået ble målt ved Western blotting. A) Figuren 
viser immunreaktivitet i forhold til kontroll; gjennomsnitt + SD. * = forskjellig fra kontroll, p = 0,0022. 
For 5 dagers behandling var p = 0,78. For 10 dagers behandling var p = 0,59; toveis, uparet t-test. B) 
GLAST-bånd (ved 66 kDa) fra parietalcortex fra AMP-behandlet rotte og kontrollrotte etter 5 dagers 
behandling. Forkortelser: KTR: kontroll, AMP: ampicillin, Fr.: frontalcortex, Par.: parietalcortex, Fr.+ 
par.: kombinasjon av frontal- og parietalcortex, d: dager.  
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3.2 Effekt av langtids ampicillin- og valproat-behandling på vekst 
av C6 celler implantert i striatum hos rotter 
 
En hypotese for hvordan gliomer vokser, går ut på at svulstene avgir toksiske 
mengder glutamat slik at nervecellene rundt svulsten dør og svulstcellene får bedre 
plass til å vokse (Ye and Sontheimer, 1999). Det er vist AMP-behandling øker GLT-
nivået i rottehjerne (Rothstein et al., 2005). Langtidsbehandling med VPA gir 
oppregulering av GLT i hjernen (Hassel et al., 2001; Morland et al., 2004). 
Preliminære data (Stokke, 2005) indikerer imidlertid at VPA-behandling kan øke 
veksten av C6 celler som implanteres i striatum. Vi ønsket derfor å undersøke om 
AMP kunne hemme veksten av C6 celler i rottestriatum. Samtidig ville vi etterprøve 
resultatene fra Stokke (2005), og se om effekten av VPA- og/eller AMP-behandling 
kunne kobles til endringen i uttrykket av glutamattransportørene.  
 
C6 cellene ble implantert i striatum, men det var også vekst langs stikk-kanalen og i 
parietalcortex over striatum. Svulstene ble derfor delt i en kortikal del og en striatal 
del, avdelt med corpus callosum, der det var tilnærmet ingen vekst av C6-celler. 
 
Svulstene vokste nokså avgrenset. Dette er utypisk for svulster som oppstår i hjernen 
da de vanligvis vokser mer infiltrerende (Adams, 1980). Mange av svulstene hadde 





Figure 3.7 Hjernesnitt av AMP-behandlet rotte 




3.2.1 Effekt av ampicillin på vekst av C6 celler i rottehjerne 
 
AMP-behandling ga en kraftig økning i svulstvolum i parietalcortex: 8,96 ± 5,10 mm3 
i AMP-behandlede dyr versus 3,22 ± 1,91 mm3 i kontrolldyr, men hadde ingen effekt 
på svulstvolum i striatum (ca. 10 mm3 i begge grupper). Totalt sett ga AMP-
behandling økt svulstvolum sammenliknet med NaCl-behandling: 22,78 ± 8,70 mm3 




             
                            



























    
Figur 3.8 Svulstvolum etter 14 dagers behandling med AMP eller NaCl
 
Wistar hannrotter fikk implantert C6 celler i høyre striatum (n = 10 i hver gruppe). De ble deretter 
behandlet med AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 14 dager. Rottene ble 
perfusjonsfiksert gjennom hjertet med 10 % PFA før hjernene ble frysesnittet i 10 µm tykke snitt og 
farget med HE. Svulstvolumet ble målt ved hjelp av ImageJ billedanalyseprogram. A) HE-fargede 
kryostatsnitt av AMP-behandlet hjerne og kontrollhjerne med implanterte C6 celler i høyre striatum. 1: 
Kontrollhjerne 2: AMP-behandlet hjerne. B) Svulstvolum i mm3, gjennomsnitt + SD. Asterisker: 
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forskjell fra kontroll: ** p = 0,0049, * p = 0,033. For striatum var p = 0,56; toveis, uparet t-test. 
Forkortelser: KTR: kontroll, AMP: ampicillin, CTX: parietalcortex, STRI: striatum.  
 
 
3.2.2 Effekt av valproat på vekst av C6 celler i rottehjerne 
 
VPA-behandling ga en kraftig økning i svulstvolum i parietalcortex: 10,25 ± 6,23 
mm
3
 versus 3,22 ± 1,91 mm3, men ingen endring i svulstvolum i striatum (ca. 10 mm3 
i begge grupper). Totalt sett ga ikke VPA-behandling noen forskjell i svulstvolum 
sammenliknet med NaCl-behandling (ca. 15 mm3 i begge grupper; fig. 3.9).  
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Figur 3.9 Svulstvolum etter 14 dagers behandling med VPA eller NaCl
 
Wistar hannrotter fikk implantert C6 celler i høyre striatum (n = 10 i hver gruppe). De ble deretter 
behandlet med VPA (300 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 14 dager. Rottene ble 
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perfusjonsfiksert gjennom hjertet med 10 % PFA før hjernene ble frysesnittet i 10 µm tykke snitt og 
farget med HE. Svulstvolumet ble målt ved hjelp av ImageJ billedanalyseprogram. A) HE-fargede 
kryostatsnitt av VPA-behandlet hjerne og kontrollhjerne med implanterte C6 celler i høyre striatum. 1: 
Kontrollhjerne 2:VPA-behandlet hjerne. B) Svulstvolum i mm3, gjennomsnitt + SD. * = forskjellig fra 
kontroll, p = 0,0048. For striatum var p = 0,33. For alt svulstvolum sammenlagt (total) var p = 0,27; 
toveis, uparet t-test. Forkortelser: KTR: kontroll, VPA: valproat, CTX: parietalcortex, STRI: striatum.  
 
 
3.3 Mikrodialyse av implanterte C6 celler i høyre striatum hos rotte 
 
Med bakgrunn i at gliomer avgir toksiske mengder glutamat (Ye and Sontheimer, 
1999), ønsket vi å undersøke om AMP- og VPA-behandling reduserte det 
ekstracellulære nivået av glutamat i svulstvev. 
 
3.3.1 Ampicillins effekt på ekstracellulær glutamat i svulstvev 
 
Perfusjon med basalbuffer i 1 time forut for oppsamling av dialysatet ga stabile 
glutamatnivåer i begge gruppene, dvs ingen endring fra basalbuffer 1 (B1) til 
basalbuffer 2 (B2). Depolarisering (100 mM K+, 10 min.) ga ingen stigning i 
ekstracellulær glutamat i svulstvevet verken for AMP-behandlede dyr eller 
kontrolldyr (forskjell mellom gruppene; p = 0,71). Under dialyse med TBOA i 
depolariseringsbuffer økte glutamatkonsentrasjonen i begge gruppene, og vi fant 
ingen forskjell i glutamatkonsentrasjonen mellom gruppene (forskjell mellom 
gruppene; p = 0,72). Imidlertid fant vi en signifikant forskjell både for AMP og KTR 
med hensyn til en økt glutamatkonsentrasjon i svulstvevet fra depolariseringsbuffer 
(K+) til depolariseringsbuffer tilsatt 500 µM TBOA (TBOA: henholdsvis p = 0,005 og  
p = 0,002; toveis, paret t-test).    
 
Fra dyr med implantert svulst, men uten medikamentell behandling, ble det samlet 
dialysat fra to etterfølgende depolariseringer (K+: 10 min. og K+2: 10 min.) i stedet for 
depolarisering uten og med TBOA. Her så vi ingen økning i glutamatnivået fra 
depolariseringsbuffer 1 (K+) til depolariseringsbuffer 2 (K+2). Dette indikerer at 
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økningen vi fant med TBOA, skyldes TBOA i seg selv, og ikke en effekt av forlenget 
depolarisering.  
 
For å kontrollere forsøksprotokollen ble dialyse utført i striatum på 6 friske, 
ubehandlede rotter uten svulst. Her fikk vi en økning i glutamatnivået ved 





































Figur 3.10 Ekstracellulær glutamatakkumulering i svulstvev 
Wistar hannrotter fikk implantert C6 celler i høyre striatum (n = 10 i hver gruppe). De ble deretter 
behandlet med AMP (100 mg/kg, rød kurve) eller saltvann (blå kurve) s.c. 2 ganger daglig i 14 dager. 
En gruppe rotter (n = 6) fikk ingen medikamentell behandling etter implantasjonen (svart kurve). Etter 
14 dager ble mikrodialyse utført og fire fraksjoner á 10 min. ble samlet opp. Først ble to 
basalfraksjoner (B1 og B2) samlet opp, deretter én fraksjon depolariseringsbuffer (K+) med 100 mM 
KCl og deretter èn fraksjon TBOA (depolariseringsbuffer tilsatt 500 µM TBOA). Fraksjonene ble 
umiddelbart tilsatt 5 µl 0,5 % NaN3 med α-aminoadipat (100 µM) og glutamatnivået ble analysert på 
HPLC. I stedet for mikrodialyse med TBOA ble det fra de ubehandlede rottene med svulst samlet 
dialysat fra ytterligere én fraksjon K+ (K+2). Gul kurve viser glutamatnivået etter dialyse av normalt 
striatalt vev uten svulst. Gjennomsnitt ± SD, * = forskjellig fra B2, p = 3,4 x 10-4; toveis, paret t-test. 
Forkortelser: Glutamatkons.: glutamatkonsentrasjon, AMP: ampicillin, KTR: kontroll, UBEH: 
ubehandlede rotter med svulst, NORMALstri: normal striatum uten svulst, B1: basalbuffer 1, B2: 
basalbuffer 2, K+: depolariseringsbuffer med 100 mM KCl, TBOA: depolariseringsbuffer tilsatt 500 




3.3.2 Valproats effekt på ekstracellulær glutamat i svulstvev 
 
Mikrodialyse ble utført som i avsnitt 3.3.1. Depolarisering av svulstvevet ga ingen 
økning i glutamat, verken i VPA-behandlet gruppe eller kontrollgruppe. Det var ingen 
signifikante forskjeller i glutamatkonsentrasjonen mellom de to gruppene, verken 
under basale forhold eller ved depolarisering med 100 mM K+ (forskjell mellom 
gruppene; p = 0,89). Ved tilsetting av TBOA i dialysebufferen økte 
glutamatkonsentrasjonen mye for begge grupper, og det var ingen forskjell mellom de 
VPA-behandlede dyrene og kontrolldyrene (forskjell mellom gruppene; p = 0,15). 
Som for AMP og KTR fant vi også en signifikant forskjell for VPA med hensyn til en 
økt glutamatkonsentrasjon i svulstvevet fra depolariseringsbuffer (K+) til 

































Figur 3.11 Ekstracellulær glutamatakkumulering i svulstvev 
Wistar hannrotter fikk implantert C6 celler i høyre striatum (n = 10 i hver gruppe). De ble deretter 
behandlet med VPA (300 mg/kg, grønn kurve) eller saltvann (blå kurve) s.c. 2 ganger daglig i 14 dager. 
Etter 14 dager ble mikrodialyse utført og fire fraksjoner á 10 min. ble samlet opp. Først ble to 
basalfraksjoner (B1 og B2) samlet opp, deretter èn fraksjon depolariseringsbuffer (K+) med 100 mM 
KCl og deretter èn fraksjon TBOA (depolariseringsbuffer tilsatt 500 µM TBOA). Fraksjonene ble 
umiddelbart tilsatt 5 µl 0,5 % NaN3 med α-aminoadipat (100 µM) og glutamatnivået ble analysert på 
HPLC. Forkortelser: Glutamatkons.: glutamatkonsentrasjon, VPA: valproat, KTR: kontroll, B1: 
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basalbuffer 1, B2: basalbuffer 2, K+: depolariseringsbuffer med 100 mM KCl, TBOA: 
depolariseringsbuffer tilsatt 500 µM TBOA.   
 
 
3.4 Ampicillin-behandlingens effekt på atferd og vekt 
 
Det var ingen merkbar forskjell verken i atferd eller utseende på AMP-behandlede 
rotter og kontrollrotter under behandlingsperioden på 14 dager.  
 
Rottene fulgte den samme vektutviklingen (fig. 3.12). Ubehandlede rotter med svulst 
hadde tilnærmet lik vektutvikling som de to behandlingsgruppene (10,6 ± 3,8 %, 



























Figur 3.12 Vektutvikling under behandling med AMP eller NaCl 
Wistar hannrotter fikk implantert C6 celler i høyre striatum (n = 10 i hver gruppe). De ble deretter 
behandlet med AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 14 dager. En gruppe rotter (n = 6) 
fikk implantert C6 celler i høyre striatum, men fikk deretter ingen medikamentell behandling de 
påfølgende 14 dagene. Alle rottene ble veid ved forsøksstart, 7 dager etter forsøksstart og ved 
forsøksslutt. AMP-gruppen hadde en vektøkning på 9,8 ± 4,7 %, kontrollgruppen på 9,7 ± 2,7 % 




3.5 Valproat-behandlingens effekt på atferd og vekt 
 
De VPA-behandlede dyrene virket litt trøttere enn kontrollrottene kort tid etter at 
injeksjonen var gitt. Noen av dem var veldig slappe i kroppen da de ble håndtert, 
særlig mot slutten av 14-dagersperioden. Disse rottene fikk også rufsete pels og huden 
virket stiv på de subkutane injeksjonsstedene på ryggen. De fleste fikk også håravfall 
og sår. Mot slutten ble det derfor vanskelig å finne gode injeksjonssteder. Det så 
likevel ikke ut som om rottene hadde smerter, og berøring av sårene så ikke ut til å 
plage dem. Kontrollrottene hadde ikke tilsvarende problemer. Denne bivirkningen av 
VPA henger sannsynligvis sammen med en rapportert hudirriterende effekt av stoffet 
(Hellings et al., 2005). 
 
Det var en signifikant reduksjon i vekten hos VPA-rottene sammenliknet med 




























Figur 3.13 Vektutvikling under behandling med VPA eller NaCl 
Wistar hannrotter fikk implantert C6 celler i høyre striatum (n = 10 i hver gruppe). De ble deretter 
behandlet med VPA (300 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 14 dager. En gruppe rotter (n = 6) 
fikk implantert C6 celler i høyre striatum, men fikk deretter ingen medikamentell behandling de 
påfølgende 14 dagene. Alle rottene ble veid ved forsøksstart, 7 dager etter forsøksstart og ved 
forsøksslutt. VPA-gruppen hadde en vektøkning på 4,9 ± 2,6 %, kontrollgruppen på 9,7 ± 2,7 % 
(gjennomsnitt ± SD) i løpet av de 14 dagene forsøket varte. Asterisker: forskjell fra kontroll:  
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** p = 1,0 x 10-4,* p = 8,0 x 10-4; toveis, uparet t-test. Forkortelser: KTR: kontroll, VPA: valproat.  
 
 
3.6 Effekt av ampicillin-behandling på malonattoksisitet i striatum 
hos rotte 
 
Malonat hemmer SDH. Det fører til nedsatt energimetabolisme, som videre fører til 
glutamatfrisetting og eksitotoksisitet (Greene et al., 1993). Vi ville se om AMP-
behandling kunne redusere skaden forårsaket av malonat. Det var ingen forskjell på 
volumet av malonatindusert skade i de to gruppene (fig. 3.14).  
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Figur 3.14 Lesjonsvolum etter 10 + 2 dagers behandling med AMP eller NaCl 
Wistar hannrotter fikk AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 10 dager (n = 7 i hver 
gruppe). Malonat ble injisert i høyre striatum før AMP (100 mg/kg) eller saltvann ble gitt s.c. 2 ganger 
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daglig i ytterligere 2 dager. Rottene gikk fem dager uten medikamentell behandling før de ble 
perfusjonsfiksert med 10 % PFA gjennom hjertet. Hjernene ble frysesnittet i 20 µm tykke snitt og 
farget med HE. Lesjonsvolum ble målt ved hjelp av Image J billedanalyseprogram. A) HE-fargede 
kryostatsnitt av AMP- og kontrollhjerne med malonatindusert skade i høyre striatum. 1: Kontrollhjerne 
2: AMP-behandlet hjerne. B) Lesjonsvolum i mm3. Gjennomsnitt + SD, p = 0,60; toveis, uparet t-test. 
Forkortelser: KTR: kontroll, AMP: ampicillin.  
 
 
3.7 Effekt av ampicillin-behandling på somanforgiftning i 
rottehjerne 
 
Nervegassen soman hemmer AChE, noe som fører til ekstracellulær akkumulering av 
ACh og etter hvert frigjøring av glutamat (van Helden and Bueters, 1999). Vi ønsket å 
se om AMP-behandling kunne motvirke effekten av nervegasssforgiftning. Både 
latenstid før somaninduserte kramper og somanindusert nervecelleskade ble 
undersøkt.   
 
3.7.1 Atferd hos rotter behandlet med soman 
 
For de fleste rottene tok det bare noen få minutter fra soman ble administrert til de 
fikk symptomer, mens for noen opptil 30 min. Bruk av HI-6 (og for de fem første 
rottene, atropinsulfat) skulle holde rottene i live lenge nok til at dyrene utviklet 
kramper og ev. detekterbar nervecelleskade, siden soman kan ta livet av rottene 
gjennom respirasjonshemming så raskt at slike parametre ikke kunne måles (Myhrer 
et al., 2005). Symptomer som var mest fremtredende hos flest rotter var pussing på 
nesen, tygging, gaping, sikling, fascikulering, muskelkramper, økt muskeltonus, 
rigiditet og nedsatt koordinasjonsevne. Det var ikke mulig å observere noen forskjell, 
verken i oppførselen til rottene i de ulike behandlingsgruppene, eller i tiden det tok før 





3.7.2 Studie av degenererte nevroner i hippocampus 
 
Vi ønsket å se om den skadelige effekten av soman kunne ses som degenerering av 
nevroner i hippocampus og om AMP-behandling kunne motvirke slik degenerasjon. 
Hjernene ble støpt inn i parafin og snittet i 5 µm tykke snitt som ble farget med 
FluoroJade B. Fluorescensbilder ble tatt på tilfeldig utvalgte områder av hippocampus 
i AMP-behandlet hjerne og NaCl-behandlet hjerne. Det var stor variasjon mellom 
dyrene og de degenererte nevronene lå spredt og enkeltvis. Vi fant ingen forskjeller i 
nervecelleskade mellom de ulike delene av hippocampus. Ingen synlig forskjell 
mellom AMP- og kontrollgruppen kunne ses, heller ikke mellom dem med og dem 
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Figur 3.15 Degenererte nevroner i hippocampus hos AMP- og NaCl-behandlede rotter etter 
injeksjon av soman 
Wistar hannrotter fikk AMP (100 mg/kg) eller saltvann s.c. 2 ganger daglig i 10 dager (n = 7 i hver 
gruppe). ½ time etter siste dose AMP eller NaCl ble HI-6 (125 mg/kg) og atropinsulfat (16 mg/kg) gitt 
i.p. Atropinsulfat ble seponert etter de fem første rottene. Én time etter siste dose av AMP eller NaCl 
ble soman (180 µg/kg = 2,25 LD50) injisert i.p. Ca. én time etter injeksjonen av soman ble rottene 
perfusjonsfiksert med 10 % PFA gjennom hjertet. Hjernene ble støpt inn i parafin, snittet i 5 µm tykke 
snitt og farget med FluoroJade B før de kunne studeres i fluorescensmikroskop. Bildene er tatt fra et 
område med hilusceller, i vinkelen som korncellene i gyrus dentatus danner. A) Kontrollhjerne 





4.1 Analyse av GLT og GLAST i ulike hjernestrukturer 
 
I denne studien ble det sett at AMP-behandling (100 mg/kg x 2) i 5 dager førte til en 
økning i vevsnivået av høy-affinitets glutamattransportøren GLT i hippocampus og i 
parietalcortex. Dette er i samsvar med studien til Rothstein et al. (Rothstein et al., 
2005), der behandling med en rekke ß-laktamantibiotika ble funnet å øke GLT-nivået 
i hippocampus og ryggmarg hos rotte etter behandling i 5-7 dager. 10 dagers 
behandling med AMP ga ingen signifikant økning i GLT i vår studie, noe som skiller 
seg fra studien til Rothstein et al. (2005); i den studien så man en økning i GLT også 
etter 3 måneder. I de andre hjernestrukturene vi undersøkte, fant vi ingen klare 
endringer i proteinnivået av GLT.    
 
Vi detekterte en signifikant økning i GLAST-nivået i parietalcortex etter 5 dager og i 
striatum etter 10 dagers behandling. Disse funnene står i kontrast til hva som er 
rapportert tidligere (Rothstein et al., 2005), der GLAST, EAAC1 og EAAT4 ikke ble 
påvirket av behandling med ß-laktamantibiotika.  
 
Det er noen forskjeller mellom studien til Rothstein et al. (2005) og vår. I den nevnte 
studien ble AMP administrert intraperitonealt (i.p.), mens vi injiserte legemidlet 
subkutant (s.c.). Ved i.p. injeksjon vil en stor del av legemidlet passere lever før det 
distribueres til hjerne. Dette kan påvirke både den systemiske konsentrasjonen av 
legemidlet, samt at hjernen i større grad kan eksponeres for legemidlets 
levermetabolitter. Ca. 10 % av AMP metaboliseres til penicilloinsyre, mens 70 % av 
tilført mengde legemiddel skilles ut uforandret (Felleskatalogen, 2006). Ved i.p. 
injeksjon kommer legemidlet dessuten raskt ut i blodbanen gjennom opptak i blodkar 
i bukhinnen. Ved s.c. administrasjon absorberes legemidlet saktere. Dersom en rask 
økning i konsentrasjonen er vesentlig for å få en økning i ekspresjonen av GLT, kan 
dette være en mulig forklaring på hvorfor vår studie ikke viste en oppregulering i alle 
strukturene som ble analysert. Imidlertid kan vi anta at absorpsjon til blodbanen etter 
s.c. administrering går forholdsvis raskt, slik andre tidligere har erfart (Smith et al., 
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2004). Dette understøttes i vår studie av at rottene som ble behandlet med VPA, 
begynte å vise tegn til søvnighet kort tid etter at dosen ble gitt. 
 
Denne studien viste at AMP-behandling virket forskjellig i ulike hjernestrukturer og 
lot til å ha forskjellig effekt avhengig av behandlingstiden. Dette tyder på at 
forskjellige hjerneregioner har ulik regulering av nivået av glutamattransportører, noe 
også tidligere studier har vist. Kronisk behandling (3 mnd.) med VPA er tidligere vist 
å øke GLT- og GLAST-nivået i hippocampus, men ikke i lillehjernen eller i neocortex 
hos rotte (Hassel et al., 2001).  
 
 
4.2 Ampicillins evne til å passere blod-hjerne-barrieren 
 
Vesentlig penetrasjon av AMP til cerebrospinalvæske og hjerne hos mennesker 
forekommer først og fremst ved inflammatoriske tilstander i hjernen (SPC, 2005). 
Dette strider imidlertid mot funnene til Rothstein et al. (2005) og mot våre egne 
resultater, da AMP ga oppregulering av glutamattransportørnivåer i hjernen på friske 
rotter etter systemisk administrasjon. Det er mulig at legemidlet passerer blod-hjerne-
barrieren (BBB) i liten grad, men at konsentrasjonen likevel ble høy nok til å gi effekt 
på nivået av glutamattransportørene. Sammenliknet med human dosering (maks 43 
mg/kg/døgn, i.m; Felleskatalogen, 2006) er doseringen som vi brukte på rotte nesten 
det tidobbelte, fordi metabolismen hos rotter er langt raskere enn hos mennesker. 
Dette resulterer i stor variasjon i serumkonsentrasjonen av AMP i løpet av et døgn hos 
forsøksdyrene. Man kan tenke seg at konsentrasjonen rett etter administrasjon av 
legemidlet er høy nok til at AMP kan passere BBB og gi cerebrale effekter. Hos 
mennesker fordeles dosen på seks i.m. injeksjoner, noe man kan forvente gir et mer 
stabilt serumspeil. Ut fra dette kan man tenke seg at en effekt av AMP på 
glutamattransportører hos menneske først og fremst vil kunne forekomme ved 





4.3 Effekten av ampicillin og valproat på implanterte C6 celler  
 
4.3.1 Ampicillin og valproat stimulerer svulstvekst snarere enn å hemme den 
 
Det er vist at gliomceller frigjør eksitotoksiske mengder glutamat som dreper 
nervecellene rundt svulstene og slik tilrettelegger for videre svulstvekst (Ye and 
Sontheimer, 1999; Takano et al., 2001; Sontheimer, 2003). Det er ikke tidligere 
forsket på AMPs effekt på svulstvekst i rottehjerne. Vi spurte derfor om  
AMP-behandling ville beskytte vevet rundt svulsten ved å oppregulere GLT- eller 
GLAST-nivåene i normal striatum og parietalcortex. Det normale vevet skulle dermed 
bli mer resistent mot glutamaten som svulsten avga. AMP-behandling i 14 dager ga en 
signifikant økning i svulstvolum i parietalcortex, men hadde ingen effekt på 
svulstvolum i striatum. Totalt sett ga AMP-behandling et signifikant økt svulstvolum i 
rottehjerner sammenliknet med NaCl-behandling. Det finnes imidlertid et 
usikkerhetsmoment i denne studien. Ut fra våre data vet vi kun hvordan oppregulering 
av glutamattransportørene var etter AMP-behandling i 5 og 10 dager. Vi lot svulstene 
vokse i 14 dager. Grunnen til det var at det tidligere er sett en rimelig kvantifiserbar 
svulstvekst etter 14 dagers behandling (Stokke, 2005). Under våre forsøksbetingelser 
ser det derfor ikke ut til at økt mengde GLT eller GLAST, slik det ble sett i 
parietalcortex etter 5 dagers AMP-behandling, hindrer gliomer i å vokse. Tvert i mot 
ser vi at AMP stimulerte svulstveksten. Det er mulig at effekten av AMP blir 
annerledes ved å endre på parametre som behandlingslengde, implanteringssted for 
svulstceller, type svulstceller eller hva slags type dyr som behandles. Dette er 
imidlertid faktorer man vet svært lite om i forhold til AMP, og som det trengs mer 
forskning på.  
 
VPA-behandling i 14 dager ga i likhet med AMP-behandling en signifikant økning i 
svulstvolum i parietalcortex. Dette er i overensstemmelse med resultatene til Stokke 
(2005). Vi fikk imidlertid større vekst av gliomer i parietalcortex enn det som tidligere 
er rapportert (Stokke, 2005). Resultatene til Stokke (2005) og våre står i kontrast til et 
tidligere studium der det ble vist at VPA hemmer svulstvekst in vivo (Cinatl et al., 
1997). Det er imidlertid flere viktige forskjeller mellom denne nevnte studien og vår. 
Cinatl et al. (1997) brukte immunkompromitterte (nakne) mus og implanterte 
Diskusjon 
 70
nevroblastomceller (med nevronalt opphav) subkutant på musene. 
Nevroblastomcellene vokste sakte, og VPA-behandlingen gikk over 40 dager. I vår 
studie ble det brukt C6 celler (med glialt opphav) og immunkompetente rotter. C6 
cellene vokste raskt, og VPA-behandlingen ble gitt over bare 14 dager. Forskjellen i 
resultater mellom disse to studiene kan ha flere forklaringer. Det er mulig at 
nevroblastomceller og C6 celler reagerer forskjellig på VPA. Det er også mulig at 
metabolismen av VPA er forskjellig i mus og rotter og at dannelsen av eventuelle 
aktive metabolitter er forskjellig. Én forskjell er spesielt interessant, nemlig den at 
mens vi implanterte svulstcellene intracerebralt, ble svulstceller i studien til Cinatl et 
al. (1997) implantert subkutant. Svulstene var dermed omgitt av muskelvev, fettvev 
og bindevev. Slikt vev tåler hypoksi og iskemi mye bedre enn hjernevev og det er 
neppe sårbart for ekstracellulær glutamat. Dessuten er ekspansjonsmuligheten 
subkutant mye bedre enn intracerebralt, der hodeskallen utgjør en rigid begrensning 
for vekst. Subkutant vev er løst, og svulsten kan vokse mye uten å måtte fortrenge det 
normale vevet rundt. På bakgrunn av disse ulikhetene er det ikke sikkert at studien til 
Cinatl et al. (1997) er så relevant for sammenlikning med vår.  
 
Farmakokinetikken til VPA er forskjellig i ulike dyrearter (Löscher, 1999). 
Metabolismehastigheten hos rotter og mennesker er også helt forskjellig. 
Halveringstiden i mennesker er 9-18 timer (Perucca, 2002) mens for rotter på  
2-4 timer (Löscher, 1999). Metabolismen følger ikke-lineær doseavhengig kinetikk. 
VPA ble injisert i rottene to ganger daglig, og rottene fikk derfor stor variasjon i 
serumkonsentrasjonen i løpet av et døgn. Det er mulig at den varierende 
serumkonsentrasjonen av VPA in vivo i rotte har en innvirkning på cellevekst. Hos 











4.3.2 Ampicillin og valproat reduserer ikke ekstracellulær glutamat i svulstvev 
 
Verken AMP- eller VPA-behandling ga endring i basalnivået av glutamat 
sammenliknet med kontrolldyr. Basalnivået skilte seg heller ikke fra det vi fant i 
normalt hjernevev, og det var liten variasjon mellom dyrene, til tross for at 
mikrodialysen ble utført over fire dager. Det viser at systemet vårt var robust og 
pålitelig over tid.  
 
Ved mikrodialyse av svulstvevet fant vi ingen effekt av depolarisering på 
glutamatnivået i dialysatet. Dette indikerer at glutamatfrisetting fra gliomene ikke er 
avhengig av depolarisering. Man ville forvente økt glutamatakkumulering 
ekstracellulært dersom det var stor grad av glutamatfrisetting gjennom reversering av 
de Na+/K+-avhengige transportørene. Våre funn indikerer dermed at reversert 
glutamattransport ikke er sentralt for frisetting av glutamat i svulstene. En mulig 
tolkning er at implanterte C6 celler uttrykker få slike transportører. Dette understøttes 
av funn i Stokkes hovedfagsarbeid (Stokke, 2005) der man fant at GLT-nivået i  
C6 gliomer bare var 20 % av nivået i normalvev. Det er dessuten blitt hevdet at C6 
celler in vitro ikke uttrykker GLT i noen særlig grad, mens GLAST hovedsakelig 
uttrykkes som i normale astrocytter (Ye et al., 1999). 
 
En annen mulig tolkning er at glutamattransportørene ikke reverseres under våre 
forsøksbetingelser. En slik antakelse stemmer overens med våre data fra dialyse med 
TBOA, en mye brukt hemmer av GLT, GLAST og EAAC1 (Shimamoto et al., 1998; 
Jabaudon et al., 1999). Under eksponering for TBOA økte glutamatnivået signifikant 
ekstracellulært i alle forsøksgruppene. Dette må tolkes dithen at det finnes  
TBOA-følsomme glutamattransportører i gliomene, og at disse driver netto opptak av 
glutamat selv under forholdsvis sterk depolarisering (100 mM KCl i bufferen). Ved å 
hemme transportørene får man mindre opptak og dermed ekstracellulær akkumulering 
av glutamat. Denne effekten kan ikke skyldes effekten av forlenget depolarisering  
(10 min. + 10 min.) da dyr som fikk 20 min. depolarisering uten TBOA i løsningen 
(dvs. ubehandlede dyr med svulst), viste en mindre økning i glutamat i dialysatet enn 
rotter med TBOA (dvs. friske rotter uten svulst): 158 ± 116 % økning med kun 
Diskusjon 
 72
depolarisering mot 1116 ± 222 % økning med TBOA under depolarisering (forskjell 
mellom gruppene; p = 1,1 x 10-4; toveis, uparet t-test).  
 
Verken AMP- eller VPA-behandlede dyr viste noen forskjell i glutamatnivået 
sammenliknet med kontroll, noe som strider mot at VPA-behandling tidligere er vist å 
redusere uttrykket av GLT i implanterte C6 celler i striatum (Stokke, 2005).  
 
Vi fikk en kraftig kaliumindusert økning i glutamatnivå i normalt striatalt vev. Dette 
var som forventet i henhold til tidligere studier (Paulsen and Fonnum, 1989; Morland 
et al., 2004). Med dette kontrollforsøket utelukket vi feil i forsøksoppsettet som en 
forklaring på den manglende glutamatstigningen, og viser at systemet vårt er i stand 
til å detektere en økning i glutamat når den oppstår. 
 
Det er vist at gliomceller frigjør eksitotoksiske mengder glutamat (Ye and 
Sontheimer, 1999; Takano et al., 2001; Sontheimer, 2003). Dette er en foreslått 
mekanisme for hvordan svulstene dreper vevet rundt seg og tilrettelegger for egen 
vekst. Ut fra våre dialysedata finnes det ikke holdepunkter for å si at svulstcellene 
frigjør toksiske mengder glutamat. Det er imidlertid en svakhet med forsøksoppsettet. 
I våre forsøk ble dialyseproben satt ned i sentrum av gliomet. Ideelt sett er det 
glutamatfrisetting i overgangssonen mellom svulstvev og hjernevev som er 
interessant. Dette fordi det kunne fortelle oss mer om den eventuelle toksiske 
påvirkningen svulsten har på det omliggende vevet.  
 
 
4.3.3 Gyldigheten av C6 gliomer som modell for gliomer hos menneske 
 
C6 celler er opprinnelig fra rotte og forlikelig med vevet. Cellene kan derfor 
implanteres på immunkompetente rotter. En ulempe ved å bruke C6 celler er at denne 
cellelinjen er minst 30 år gammel og ikke lenger av opprinnelig genotype. Et annet 
moment er at gliomer infiltrerer hjernevevet rundt, dvs. de vokser aldri helt avgrenset 
eller innkapslet (Adams, 1980). Svulstene i vår studie vokste ganske avgrenset, og de 
er med det kanskje ingen god modell for gliom hos menneske. Avgrenset vekst er mer 
vanlig ved metastaser til hjernen (Adams, 1980). Det er derfor en mulighet for at C6 
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gliomer og deres respons på AMP- og VPA-behandling forteller mer om 
hjernemetastaser og deres eventuelle medikamentelle respons enn om responsen til 
gliomer.   
 
 
4.4 Ampicillin-behandling hadde ingen effekt på lesjonsvolumet i 
striatum etter injeksjon av malonat 
 
Malonat er en hemmer av enzymet SDH, og er vist å gi nevrodegenerasjon ved 
injeksjon i striatum (Morland et al., 2004). Det er vist at VPA-behandling virker 
beskyttende mot malonattoksisitet ved å øke vevsnivået av GLT (Morland et al., 
2004). Intrastriatal injeksjon av malonat fører til ekstracellulær akkumulering av 
glutamat (Messam et al., 1995). AMP-behandling ga ingen beskyttelse mot 
malonatindusert skade. Årsaken til det kan være fordi AMP-behandling verken i 5 
eller 10 dager ga noen økning i GLT-nivået i striatum. Dette ble imidlertid sett i frisk 
striatum. Det kan ha skjedd en oppregulering i GLT-nivå i rotter behandlet med 
malonat, men at økningen ikke var stor nok til å gi noen effekt på skaden. Rottene 
fikk medikamentell behandling i kun 2 dager etter injisert malonat. Nevronskaden 
kunne kanskje blitt redusert hvis vi hadde gitt medikamentell behandling i flere dager 
etter injeksjonen. En stor del av malonat forsvinner ut av striatum, både pga. diffusjon 
og metabolisme (Koeppen et al., 1978). Av den grunn er det nødvendig å gi så høy 
konsentrasjon som 1 M malonat for å sikre at nevronskade utvikles (Greene and 
Greenamyre, 1995). Dette er dessuten samme konsentrasjon som ble brukt i et 
studium av VPAs beskyttende effekt ved malonatindusert skade i striatum (Morland 









4.5 Ampicillin-behandling kunne ikke motvirke somanforgiftning 
 
Det var ingen observerbar forskjell mellom AMP- og NaCl-behandlede rotter i atferd 
etter administrasjon av nervegassen soman. Symptomene som ble observert er typiske 
for nervegassforgiftning (se avsnitt 1.7). Det var ingen forskjell i latenstid før 
krampeutvikling eller på alvorlighetsgrad eller varighet av krampeanfallene. Ved 
eksponering for nervegass skjer en overstimulering av acetylkolinreseptorer, som 
igjen stimulerer glutamatfrigjøring og gir eksitotoksisitet (van Helden and Bueters, 
1999). Westernblott-resultatene viste en oppregulering i GLT-nivå i hippocampus 
etter 5 dagers behandling med AMP. Til tross for at vevet trolig var mer resistent mot 
eksitotoksisitet, var det ingen synlig forskjell i antall degenererte nevroner i 
hippocampus for de to behandlingsgruppene. Somanforgiftningen førte i liten grad til 
nevrodegenerasjon i hippocampus, noe som gjorde det svært vanskelig å detektere 
eventuelle forskjeller mellom behandlingsgruppene. Det er en mulighet for at HI-6-
dosen (125 mg/kg) var noe høy slik at de eventuelle skadeforskjellene ikke kom 
tydelig fram. Andre forskere har brukt HI-6-doser på 50 mg/kg (Svensson et al., 
2005), men da var imidlertid soman-dosen litt lavere enn i vår studie (100 µg/kg mot 
180 µg/kg). Det er derfor vanskelig å antyde hvorvidt en slik konsentrasjonsøkning av 
HI-6 vil ha betydning for effekten av soman på nevrodegenerasjon. På bakgrunn av 
våre forsøk er det ikke mulig å si om AMP-behandling gir beskyttende effekt mot 













4.6 Mulig virkningsmekanisme for ampicillin 
 
I dette arbeidet er det vist at AMP-behandling stimulerer GLT-ekspresjonen i visse 
hjernestrukturer. Mekanismen bak denne effekten ser ut til å være aktivering av den 
genetiske promotoren for GLT (Su et al., 2003). Det er vist at høye doser  
β-laktamantibiotika (400 mg/kg) har en krampefremmende effekt i mus (Williams et 
al., 1988). Kramper er også rapportert å være en bivirkning ved overdosering av AMP 
hos mennesker (Felleskatalogen, 2006). Det kan muligens forklares med 
legemiddelgruppens antagonistiske effekt på GABA-reseptorer (Williams et al., 
1988). En tenkt alternativ mekanisme kan være at AMP hemmer glutamattransport via 
GLT eller GLAST, noe som kan føre til en oppregulering av transportørene som en 
kompensasjon for blokkeringen. Dette er en hypotetisk mekanisme av AMP, men in 
vitro-forsøk har vist en kompensatorisk oppregulering av GLAST-nivået i astrocytter 
ved langtidseksponering (7 dager) for glutamat (Gegelashvili et al., 1996).  
 
 
4.7 Kan ampicillin ha en gunstig effekt ved epilepsi? 
 
AMP brukes ved infeksjoner som f.eks. meningitt, en inflammasjon i hjernehinnene.  
Personer som rammes av meningitt kan utvikle seneffekter som epilepsi (Skrede et al., 
2001; Brandtzæg, 2004). Ved energisvikt, som ses ved bl.a. epilepsi, frigjøres 
glutamat ekstracellulært (Szatkowski et al., 1990). Dette kan føre til status epilepticus 
og etterhvert eksitotoksisk celledød. Vi har vist at AMP-behandling i 5 dager gir en 
oppregulering av glutamattransportøren GLT i hippocampus i rottehjerne. Dersom 
dette funnet har overføringsverdi til menneske, og AMP-behandling gir en 
oppregulering av EAAT2 i menneskehjerne, er det et aktuelt spørsmål om en slik 
økning i EAAT2-nivået kan påvirke krampeterskelen. I så fall gjelder dette normale 
doser av AMP, da overdosering av legemidlet som nevnt forårsaker kramper 
(Felleskatalogen, 2006). Mer forskning er imidlertid nødvendig for å sette fokus på 






I denne studien fant vi at AMP-behandling i 5 dager førte til en økning i GLT-nivået i 
hippocampus og i parietalcortex. Dette samsvarer med funn rapportert av Rothstein et 
al. (2005). Vi fant også en økning i GLAST-nivået i parietalcortex etter 5 dagers 
AMP-behandling og i striatum etter 10 dagers behandling. Disse funnene står i 
kontrast til hva som er funnet tidligere (Rothstein et al., 2005), der GLAST, EAAC1 
og EAAT4 ikke ble påvirket av behandling med ß-laktamantibiotika. Behandling med 
AMP hadde ingen hemmende effekt verken på svulstvekst, malonatinduserte lesjoner 
eller somaninduserte kramper. Ut fra disse funnene kan man sette spørsmålstegn ved 
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